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Con base en la variacién fenotipica entre los aislamientos de
Rhizoctonia solani y la reaccién de anastomosis de hifas se ha
dividido a este hongo en 14 grupos anastomésicos y varios
subgrupos. Para resolver si cada grupo anastomdsico
corresponde a una especie distinta o a poblaciones divergentes
de una sola especie se han usado caracteres morfoldgicos,
bioquimicos, citolégicos y de ultra-estructura, sin que a la fecha
se haya solucionado este problema taxonémico. No obstante,
estudios filogenéticos recientes con secuencias del ADN
ribosomal nuclear (ITS y 28S) confirman que R. solani es un
complejo de especies, por lo que varios grupos anastomdsicos
se deben reconocer con este rango taxonémico.

Palabras clave adicionales: sistemética, filogenia, grupos
anastomosicos, ADNT.

Abstract. Based on phenotypic variation among Rhizoctonia
solani isolates and hyphal anastomosis criteria, this fungus
has been divided into 14 anastomosis groups and several
subgroups. To solve the question concerning whether each
anastomosis group corresponds to a distinct species or to
divergent populations from a single species, several characters
such as morphology, biochemistry, cytology, and ultrastructure
have been used without solving this taxonomic problem.
Nevertheless, recent phylogenetic studies using nuclear
ribosomal DNA (ITS and 28S) have confirmed that R. solani is a
species complex; therefore, several anastomosis groups should
be recognized with this taxonomic rank.

Additional keywords: systematics, phylogeny, anastomosis
groups, tDNA. :

Rhizoctonia solani Kiihn es un fitopatégeno importante. Se
distribuye en todo el mundo causando diversas enfermedades
en una gran variedad de cultivos (Parmeter, 1970; Sneh et al.,
1991; Sneh et al., 1996). Ademids, se encuentra como saprofito'y
en simbiosis con orquideas (Warcup y Talbot, 1962; Currah,
1987; Snehetal., 1991; Pope y Carter, 2001). Por su versatilidad,
ha sido objeto de mdltiples estudios de tipo ecoldgico,

patolégico y de control biolégico (Sneh et al., 1996). Sin embargo,
su taxonomia todavia es confusa y controversial. Esto se debe
a que su morfologia es muy sencilla y los rasgos fisiologicos y
patolégicos que se usan en su clasificacién varfan mucho, lo
cual dificulta atin més la delimitacién taxonémica del grupo
(Parmeter y Whitney, 1970). Otro factor que contribuye a la
confusién en su taxonomia, es que raramente produce
estructuras sexuales, utilizadas tradicionalmente en la taxonomia
de hongos. A pesar de la diversidad de formas que presenta, R.
solani se ha asignado a Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk
como el estado teleomérfico comiin a la mayoria de los grupos
anastomésicos (AG, por sus siglas en inglés). Sin embargo, la
presencia de estos grupos relativamente definidos ha hecho
dificil juzgar si éstos son poblaciones divergentes de una especie
o si son especies distintas. El objetivo de esta revision es
presentar los avances que se han hecho para clasificar a R.
solani y resaltar la utilidad de los caracteres moleculares cuando
los morfoldgicos son escasos 0 muy variables.

Enfoques tradicionales en la clasificaciéon de Rhizoctonia
solani. La clasificacién es una disciplina que permite organizar
la diversidad biol6gica, y uno de sus objetivos es integrar la
biologfa basica y aplicada. Desde el punto de vista practico,
la clasificacién de R. solani basada en sus relaciones
histéricas permitirfa generar un marco previsible para el
manejo de este hongo. Hasta mediados de los afios 80’s la
clasificacién de R. solani se basaba en rasgos morfolégicos,
el nimero de nucleos, la apariencia de los cultivos, la
patologia y sobre todo la anastomosis de hifas (Parmeter,
1970). Sin embargo, no se encontrd una caracteristica o
combinacién de éstas que sirviera para delimitar a los
aislamientos de este hongo (Parmeter y Whitney, 1970). En
la actualidad, se ha incorporado el microscopio electronico
de barrido con filamento de emisién de campo para observar
los detalles morfolégicos de las hifas (Andersen, 1996;
Moore, 1996), aunque esta técnica todavia no se aplica
extensivamente a diversos aislamientos. Hasta ahora, la
anastomosis de hifas es el criterio més usado para clasificar
a este hongo en grupos relativamente homogéneos.
Anastomosis de hifas. El sistema de clasificacién
fundamental para R. solani estd basado en la
anastomosis de las hifas. Los primeros registros de
reacciones de anastomosis en ese hongo los hicieron
Matsumoto (1921) y Matsumoto et al. (1931),
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citados por Carling (1996); desde entonces se ha convertido
en la informacién clave para agrupar a R. solani. Las hifas de
los aislamientos que pertenecen a distintos grupos
anastomosicos, usualmente no se fusionan, mientras que los
aislamientos que pertenecen al mismo grupo anastomésico
si. No obstante, el agrupamiento por reaccién de anastomosis
no es completamente satisfactorio debido a que en ocasiones
un aislamiento se anastomosa, total o parcialmente, con
aislamientos de més de un grupo anastomésico. Ademds,
algunos aislamientos ocasionalmente pierden su habilidad
de fusionarse (Anderson, 1982, 1984; Kim y Yoshino, 1988;
Vilgalys y Cubeta, 1994; Carling, 1996). Con base en el criterio
de anastomosis, R. solani se ha dividido en 14 grupos
anastomosicos (1 al 13 y el AGBI); sin embargo, se han
generado subgrupos para explicar las diferencias que existen
en morfologia, patologia, requerimiento de tiamina y grado
de anastomosis (Ogoshi, 1987, 1996; Carling, 1996).
Recientemente, se han propuesto categorias adicionales (C3,
C2, C1 y CO0) para describir las reacciones de anastomosis.
Estas categorfas toman en consideracién los cambios
citolégicos que se llevan a cabo en la zona de anastomosis
entre las dos hifas, ademas de la reaccién (MacNish et al.,
1993; Carling, 1996). Aunque el criterio de anastomosis ha
servido para agrupar a los aislamientos de R. solani, la relacién
entre el sistema de grupos anastomésicos y sus subgrupos
respecto a un sistema taxonémico de especies atin no se
establece.

Enfoques recientes en la clasificacion de R. solani. Los
enfoques recientes para agrupar los distintos aislamientos
de R. solani, incorporan nuevos caracteres que se obtienen a
través de técnicas bioquimicas y moleculares. Entre los
caracteres bioquimicos se encuentran: la identificacién de
proteinas solubles, isoenzimas, lectinas, acidos grasos y
anticuerpos poli y monoclonales (Reynolds et al., 1983;
Kellens y Peumans, 1991; Johnk y Jones, 1993; Laroche et
al., 1992; Balali et al., 1996; Cubeta et al., 1996). Entre los
moleculares estdn: 1a hibridacién de ADN, los fragmentos de
restriccién de longitud polimérfica (RFLPs), el ADN
polimérfico amplificado al azar (RAPDs) y las secuencias de
ADN (Neate et al., 1988; Carling y Kuninaga, 1990; Vilgalys y
Gonzilez, 1990; Duncan et al., 1993; O’Brien, 1994; Liu et al.,
1993;1995; Cubeta y Vilgalys, 1997). Sin embargo, la mayoria
de estos trabajos no estdn enfocados a conocer las relaciones
filogenéticas de R. solani, ya que usan estos caracteres
Unicamente para identificar nuevos aislamientos; para detectar
subgrupos o poblaciones; o para determinar la variacién
genética dentro y entre grupos anastomaésicos. S6lo en pocos
trabajos se han utilizado caracteres bioquimicos o moleculares
para clasificar a este hongo.

Caracteres bioquimicos. En tan s6lo un trabajo taxonémico
se empled la asimilacion de vitaminas y algunos rasgos
fisiolégicos para clasificar a R. solani y a otras especies de
Rhizoctonia que forman simbiosis con orquideas (Mordue
et al., 1989). Se determinaron caracteres del crecimiento en
distintos medios de cultivo, actividad lipolitica y pruebas

para algunas enzimas como fenol-oxidasa, tirosinasa y beta-
galactosidasa en seis grupos anastomdsicos y seis
subgrupos. Los datos se analizaron a través de métodos
fenéticos, elaborando matrices de similitud usando el
coeficiente de Jaccard’s y el coeficiente de distancia promedio;
sin embargo, no se menciona el algoritmo de agrupacién
usado para generar el fenograma. Mordue y colaboradores
(1989) concluyen que sus resultados apoyan sélo el
reconocimiento del grupo anastomésico 4 como una especie
distinta (Thanatephorus praticola). El resto de los grupos
anastomosicos se mantuvieron como 7. cucumeris.
Caracteres moleculares. Los trabajos taxonémicos con datos
moleculares también son escasos (Gonzalez, 1992; Kuninaga
etal., 1997; Boidin, 1998). Gonzélez (1992) utiliz6 caracteres
de mapas de sitios de restriccién y secuencias de la
terminacién 5’ de la subunidad larga del ADN ribosomal
nuclear. Los caracteres obtenidos se utilizaron para conocer
las relaciones filogenéticas de 10 grupos anastomésicos y
subgrupos de R. solani. En este trabajo filogenético se
utilizaron dos grupos externos para polarizar el cladograma
(R. cerealis y R. zeae). Los andlisis cladisticos mostraron que
las relaciones encontradas, con pocas excepciones, son
congruentes con las agrupaciones inferidas por morfologia y
por las reacciones de anastomosis. Sin embargo, a los grupos
reconocidos tampoco se les asign6 una categoria taxonémica
formal, ya que los clados resultantes fueron poco robustos.
Esto se debi6 basicamente a que la subunidad larga del ADN
ribosomal en este hongo tiene muy pocos caracteres
informativos. En este trabajo, también se observé de una
forma preliminar, que la informacién filogenética en R. solani
estaba restringida a la regi6n de los espaciadores intergénicos
(ITS, por sus siglas en inglés) 1 y 2. Consecuentemente,
Kuninaga y colaboradores (1997) utilizaron las secuencias
delaregion del ITS 1y 2 para conocer la variacién de diez de
los catorce grupos anastomdsicos y algunos subgrupos de
R. solani. En sus resultados indican que esta region es ttil
para identificar subgrupos con “significado biolégico”; sin
embargo, consideran que no es apropiada para estudios
filogenéticos en R. solani por su elevada tasa de mutacion.
El método de analisis que usaron fue fenético basado en
una matriz de distancias calculadas con el modelo de dos
pardmetros de Kimura. El fenograma se generé con el
algoritmo “neighbor-joining” (union de vecinos més
cercanos) (Felsenstein, 1991), y se evalué haciendo re-
muestreo con reemplazo (“bootstrap”). Sin embargo,
tampoco hicieron decisiones taxonémicas formales sobre
los grupos que se generaron. Recientemente, Boidin (1998)
us6 104 secuencias publicadas por varios autores y
disponibles en GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) de la
regién del ITS 1y 2 de varios aislamientos de los grupos
y subgrupos anastomdsicos (con excepcién del AG 10y
11), y de los géneros Ceratobasidium, Waitea y
Uthatobasidium. Este autor también usé métodos
fenéticos para el andlisis de las secuencias.

El algoritmo de agrupamiento empleado fue el
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“neighbor-joining”, PHYLIP version 3.4 (Felsenstein, 1991),
y sus resultados estuvieron en concordancia con los del
analisis cladistico de Gonzdlez (1992). Con esta base, Boidin
(1998) les dio categoria taxonémica a los distintos aislamientos
de Rhizoctonia solani y reconocié cuatro especies:
Thanatephorus microesclerotius, T. sasaki, T. praticola y T.
cucumeris. Los aislamientos del grupo anastomésico 1
subgrupo IB los asign6 a T. microesclerotius; los del grupo
anastomésico 1 subgrupos IA y IC a T. sasaki; los del grupo
anastomésico 4 a T. praticola. Los de los grupos
anastomosicos 2, 3, 5, 6, 8, 9 y Bl a T. cucumeris. Al grupo
anastomésico 7 no se le asigné categoria taxonémica. Aunque
los resultados concuerdan con los obtenidos por Gonzélez
(1992), las conclusiones taxonémicas no estdn sustentadas
s6lidamente. La bisqueda de arboles por métodos fenéticos
mediante matrices de distancias es la mas sencilla, pero
agrupa los taxa por su similitud total (sinapomorfias,
homoplasia y simplesiomorfias combinadas) y no por sus
relaciones filogenéticas. Ademds, el convertir las secuencias
en distancias ocasiona la pérdida de la informacién que
aportan los caracteres, por lo que los drboles basados en
distancias no permiten evaluar el papel de cada cardcter en
la formacién de los grupos. Por lo anterior, se concluye que
son muy pocos los estudios taxonémicos que existen con R.
solani y ademds, la mayoria son fenéticos.

Relaciones filogenéticas de R. solani basadas en las
secuencias del ADN ribosomal nuclear. Las secuencias de
dcidos nucléicos se estan usando para estudiar la taxonomia
de taxa cuya clasificacion es incierta debido a la ausencia o
plasticidad de los caracteres morfol6gicos (Bruns etal., 1991;
Taylor, 1995). Entre los genes que se usan para estudios
taxonémicos destacan los que codifican para el ARN
ribosomal. Esto se debe a que un gen contiene regiones con
distintas tasas de mutacién. Por ejemplo, las regiones de
ADN que codifican para la subunidad corta (18S) y larga
(28S) del ARN ribosomal son potencialmente informativas
en grupos taxonémicos de divergencia antigua. Al mismo
tiempo, las regiones no codificadoras de ARN, como el ITS 1
y 2, son titiles a niveles taxonémicos de divergencia reciente
(Fig. 1) (Olsen et al., 1986; Hillis y Dixon, 1991; Bowman et
al., 1992; Hamby y Zimmer, 1992). Ultimamente, se propuso
una hipétesis de relaciones filogenéticas en R. solani, basada
en un andlisis cladistico con las secuencias de la regién del
ITS y parte del 28S del ADN ribosomal (Gonzdlez et al., 2001).

En ese estudio se incluyeron secuencias de aislamientos
colectados en doce paises (Japon, Canadd, Estados Unidos,
Espafia, Australia, Costa de Marfil, Escocia, Malasia, Israel,
Filipinas, Vietnam y China). Un primer andlisis se realiz6 con
122 secuencias, de las cuales, 101 corresponden a doce de
los catorce grupos anastomdsicos y subgrupos (por lo
menos con un duplicado). También se incluyeron 21
aislamientos de R. cerealis, un hongo binucleado, como
posible grupo externo para polarizar el cladograma. Un
segundo anélisis se realiz6 adicionando secuencias de la
subunidad larga (28S) del ADN ribosomal, pero con una
muestra menor de aislamientos. El analisis filogenético de
las secuencias se 1levé a cabo con el programa PAUP* ver. 4
usando méaxima parsimonia (Swofford, 2000). Debido a que
el nimero de 122 OTUs (Operational Taxonomic Units) de la
matriz de secuencias de la regi6n del ITS, limita las
habilidades de cualquier algoritmo para examinar las
relaciones filogenéticas, se usaron las estrategias de
biisquedas encadenadas sugeridas por Soltis y Soltis (1996).
El apoyo de los clados dentro del cladograma se estim6 con
operaciones estadisticas de re-muestreo con reemplazo para
calcular la frecuencia con la que se detecta cada clado en las
biisquedas replicadas (Felsenstein, 1985). Los resultados
mds evidentes que se observaron en el cladograma de
consenso para 21763 arboles (Fig. 2) fueron: 1) las secuencias
del ITS no dieron resolucién en ramas basales del cladograma,
y 2) R. solani no constituye un grupo monofilético. La
resolucién pobre en las ramas basales se debe a la gran
cantidad de topologias en competencia (21763) que se
obtuvieron en estos andlisis. Se observa también que los
aislamientos de R. solani y R. cerealis estdn mezclados y
dispersos a través de los clados més pequefios indicando
que estas especies no son monofiléticas. Sin embargo, hay
clados internos robustos que incluyen uUnicamente
aislamientos de R. solani del mismo grupo anastomdsico.
Los clados que se recobran con valores por arriba del
80% de apoyo son el AG4, AG5, AG6, AG7, AGS8, AGl11,
AGBI y los subgrupos IA, IB, IC del AG1. Esto pudiera
ser una indicacién de que sélo estos grupos
anastomésicos son grupos naturales. El resto de los clados
tienen poco apoyo. Los resultados que se obtuvieron con
un ndmero menor de muestras, pero con mas caracteres
son consistentes con los obtenidos para 122 aislamientos.
Por lo tanto, se requiere ampliar el muestreo incluyendo
mds aislamientos y mds caracteres, sobre todo,
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Fig. 1. Diagrama representando la regién secuenciada del ITS y del 28S del ADN ribosomal nuclear

(Aproximadamente 2000 nucledtidos).
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Fig. 2. Arbol de consenso basado en el andlisis filogenético de las secuencias del ITS del ADN ribosomal nuclear para 122 aislamientos de Rhizoctonia
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aquéllos que pudieran dar resolucion en las ramas basales
del cladograma; por ejemplo, un gen que tuviera una tasa de
mutacién intermedia entre el ITS y el 28S. También, se necesita
identificar el grupo hermano de estos hongos. Los resultados
indicaron que las especies de Rhizoctonia multinucleadas y
binucleadas estdn mas relacionadas de lo que se habia
propuesto, por lo que la condicién del nimero de nicleos en
las hifas no es un caricter diagnéstico para el reconocimiento
de las distintas especies dentro del género Rhizoctonia. Los
resultados obtenidos por Gonzdlez et al. (2001) muestran la
necesidad de cambiar el sistema de clasificacién actual de R.
solani basado en grupos anastomdsicos, ya que no refleja
las relaciones filogenéticas de este importante hongo
fitopatégeno. Para apoyar cualquier decision taxonémica que
se haga en la clasificacion de R. solani, actualmente se estin
adicionando caracteres del gen beta-tubulina a la matriz. de
secuencias del ADN ribosomal (Gonzdlez datos no
publicados), con el objetivo de definir si los grupos
anastomésicos 4, 5, 6,7, 8, 11, Bl y los subgrupos IA, IB, IC
del AG1 representan especies distintas.
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