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Resumen

Rhizoctonia solani Kiihn causante de costra negra en papa, ha aumentado su incidencia en Narifio, dificultando
su manejo. El desconocimiento de los grupos de anastomosis (AG) presentes en sus poblaciones contribuyen a
esta situacién, pues influyen en el desempefio de las estrategias de control. Por lo tanto, se plante6 evaluar la
variabilidad genética de R. solani en Narifio, a partir de la identificacién molecular de sus AG. Se analizaron 287
aislamientos procedentes de papa, de estos, 116 con PCR y cebadores ITS1-ITS4 y toda la coleccién, con PCR y
cebadores especificos para AG-2-1, AG-3 PT y AG-4. El analisis filogenético se hizo con Médxima Verosimilitud,
bootstrap de 1000 réplicas y modelo Kimura 2-parametros. En la caracterizacién molecular con ITS, el 100 % de las
secuencias coincidieron con R. solani y se identificé a AG-3 (46), AG-3 PT (69) y AG-2-1 (1). Los cebadores especificos
determinaron la presencia de AG-3 PT en 281 y AG-2-1 en seis aislamientos del patdgeno. R. solani AG-2-1 se reporta
por primera vez en Narifio. El andlisis filogenético agrupé los aislamientos en siete clados, independientemente
de la procedencia, lo que comprueba la existencia de variabilidad genética intraespecifica en las poblaciones de R.
solani presentes en Narifio.

Palabras Clave: Solanum tuberosum, Cancro del tallo, variabilidad genética, PCR, cebadores.

Abstract

Rhizoctonia solani Kiihn, which causes black scab on potato, has increased its incidence in Narifio, making its
management difficult. The lack of knowledge of the anastomosis groups (AG) present in its populations contributes
to this situation, since they influence the performance of control strategies. Therefore, the genetic variability of
R. solani in Narifio was evaluated by the molecular identification of their AG. A total of 287 isolates obtained of
potato were analyzed, 116 of them with PCR and ITS1-ITS4 primers and the entire collection with PCR and specific
primers for AG-2-1, AG-3 PT and AG-4. Phylogenetic analysis was done with Maximum Likelihood, bootstrap of
1000 replicates and Kimura 2-parameter model. In the molecular characterization with ITS, 1000 % of the sequences
matched with R. solani and AG-3 (46), AG-3 PT (69) and AG-2-1 (1) were identified. Specific primers determined
the presence of AG-3 PT in 281 and AG-2-1 in six isolates of the pathogen. R. solani AG-2-1 is reported for the
first time in Narifio. Phylogenetic analysis grouped the isolates into seven clades, independently of local origin,
demonstrating the existence of intraspecific genetic variability in the populations of R. solani present in Narifio.
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1. Introduccién

El género Rhizoctonia o complejo Rhizoctonia como también se
conoce, comprende especies habitantes del suelo, que causan
enfermedades en una cantidad considerable de plantas [1].
El complejo incluye los estados asexuales de hongos pertene-
cientes a los Basidiomycota, que, dependiendo del nimero
de nucleos por hifa, se han clasificado en Rhizoctonia uni-
nucleada, binucleada y especies multinucleadas [2, 3], estas
ultimas, subdivididas en grupos de anastomosis (AG) segtin
las condiciones dadas por su anastomosis hifal [3, 4], que
las hacen divergir en caracteristicas culturales, morfolégicas,
fisiol6gicas y patogénicas [5].

Si bien la anastomosis hifal ha sido ampliamente utiliza-
da para identificar los AG, esta no ha sido suficiente para
determinar en algunos casos, los AG por si mismos y sus
subgrupos, por lo que, en la actualidad, los enfoques de
clasificacién basados en técnicas moleculares, especialmente
el andlisis del espacio interno trascripto (ITS), PCR [1], anali-
sis de los fragmentos de restriccién de longitud polimorfica
(RFLPs), ADN polimérfico amplificado al azar (RAPDs), in-
ter secuencias simples repetidas (ISSR) y la secuenciaciéon
directa de secuencias altamente variables como las de los
genes tef-1a, p-tubulina y f-actina, estdn siendo utilizadas
para identificar eficientemente las especies de Rhizoctonia,
sus AG y los subgrupos [1, 5], de la misma manera, los ca-
racteres moleculares también son usados para determinar la
variacion genética entre las especies de Rhizoctonia y los AG
[6,7].

La determinacién de los AG y subgrupos al interior de las
especies de Rhizoctonia es un aspecto importante a tener en
cuenta cuando se estudia este complejo, ya que, segtin Foley
et al. [8], esta caracteristica es la que les confiere variabilidad
genética y se ve reflejada en la preferencia de hospedante,
morfologia, patogenicidad, virulencia, entre otras caracte-
risticas. Ademads, permite ampliar el entendimiento sobre
la interacciéon hospedante-patégeno y el rol ecolégico de
Rhizoctonia spp. [7].

Del complejo Rhizoctonia, R. solani es la especie més conocida
y estudiada [6, 9] y es el estado asexual de la especie Thana-
tephorus cucumeris (Frank) Donk., caracterizada por tener tres
o mads ntcleos por célula e hifas largas, aspectos que la dife-
rencia de las otras especies de este género [6]. Por otra parte,
también se ha reportado que al interior de R. solani existe
variabilidad en cuanto a caracteristicas patogénicas, morfolo-
gia del esclerocio y patrén cultural, debido a la presencia de
varios grupos intraespecificos o grupos de anastomosis [5].

La anastomosis hifal, que se da cuando las hifas vegetativas
de aislamientos pertenecientes a un mismo AG se fusionan y
permite al hongo mantener una comunicacion bidireccional
para el intercambio de iones, hormonas y nucleétidos [9],
no solo ha servido como el criterio mas importante para
delimitar los aislamientos reconocidos como miembros de la
especie [10, 11], sino que, también ha revelado que R. solani
estd conformada por poblaciones, representadas en este caso
por los AG, que no se entrecruzan o que estdn genéticamente
aisladas, situacién que impide el intercambio genético [9, 12].

El agrupamiento de los aislamientos de R. solani en funcién
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de la anastomosis hifal ha permitido determinar 14 AG
[10, 13] clasificados como AG-1 a AG-13, més el AG-BI, este
altimo con aislamientos que pueden hacer anastomosis entre
ellos mismos y con los de otros grupos [11, 13]. [7, 12] Los
AG, a su vez, tienen subgrupos con morfologia y rango de
hospedantes distintivos, ademads, de diferir en patologia,
requerimientos de tiamina y grado de anastomosis [7, 10]. Al
respecto, Cubeta & Vilgalys [14] sugieren que la diversidad
genética de los AG y sus subgrupos, que es lo que permite
que haya diferenciacién en las caracteristicas, se debe a que
los grupos evolucionaron independientemente al interior de
R. solani.

La relacién patogénica de R. solani con las plantas ha sido
establecida por diferentes autores y como patégeno habi-
tante natural del suelo es altamente destructivo sobre un
amplio ndmero de cultivos de importancia econémica en
todo el mundo, relacionado principalmente con las partes
subterrdneas de las plantas [5, 9, 15, 16]. En el caso de plantas
de uso agricola, varios de los AG se han asociado a estas,
por ejemplo, AG-2-1 en canola, guisante y trigo; AG-2-2 en
soya, AG-4 en trigo y AG-5 en soya y trigo [17]. Grupos AG-3
PT, AG-2-1, AG-2-2, AG-5 se determinaron en tomate [18],
mientras que, AG-1IA y AG-11B, en calabaza y alfalfa, res-
pectivamente [19]. AG-4 HG-I se encontré en espinaca, mani,
soya y remolacha [19]; AG-1 IB se identific6 en zanahoria
[20] y AG-3 PT en papa [21].

Particularmente en papa (Solanum tuberosum L.), R. solani
causa la costra negra o cancro del tallo, considerada por Be-
tancourth et al. [22], como una afeccién multisintomatica que
puede presentarse en cualquier etapa fisiolégica del cultivo.
En esta especie, se ha identificado que los aislamientos de R.
solani responsables de causar afectaciones, generalmente son
los miembros del grupo de anastomosis 3 (AG-3) [23, 24]. Sin
embargo, varios autores han aislado otros AG de diferentes
partes de la planta (tallos, estolones, raices, esclerocios en
tubérculos) o de suelos donde recientemente se cultivé papa
[25], entre estos: AG-4 [26, 27], AG-1 y AG-9 [23, 28]; [29],
AG-5 [27], AG-2-1 [30]; [31, 32], AG-4 HG-I [33]; AG-3 PT,
AG-5y AG-4 HGI [21, 34] y AG-2-2 ITIB [33, 35].

En Colombia, el cultivo de la papa representa un renglén
importante en la economia del pais, y debido a esto, es que
la costra negra y cancro del tallo han ganado relevancia, ya
que, de no manejarse pueden generar pérdidas econémicas al
agricultor, como lo han registrado Carling et al. [25], quienes
precisaron que la enfermedad puede disminuir los rendi-
mientos totales del cultivo entre 19.2 % y 35.1 %, ademas de
causar retraso en la emergencia de las plantas del 23.9% y
lesiones en los tallos subterraneos superior al 90 %. De la
misma forma, Alban [36] indicé que, en zonas productoras
de papa, en este caso de Ecuador, la rizoctoniasis redujo el
namero de plantas por hectarea, disminuy6 la cantidad de
tubérculos y causé la muerte del 70 % de plantas. Asimismo,
autores como Carling et al. [25]; ICA [37] y Betancourth et
al. [22] describen que, en ataques severos R. solani induce la
formacién de tubérculos aéreos, produce deformacién de tu-
bérculos y forma costras sobre la superficie de los tubérculos
que afectan la cantidad y calidad de estos, y disminuye los
rendimientos totales del cultivo.
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Con el fin de establecer con exactitud la etiologia de la
costra negra de la papa o cancro del tallo y especialmente,
determinar de forma precisa los AG que estan presentes en
la poblacién de R. solani, en Colombia, varios estudios se
han direccionado al respecto, como son los de Chavarro [38],
Ferrucho et al. [39] y Chavarro-Mesa et al. [40], puesto que,
la amplia variabilidad genética que exhibe este patégeno
y que estd representada en sus AG, ha conducido a que
se considere las anteriores enfermedades como de dificil
manejo, debido entre otros, a la falta de efectividad de las
medidas de control que se aplican, porque los AG hacen que
el patégeno las supere sin lograr su disminucién y los efectos
de las enfermedades en los cultivos donde estas se presentan
[41, 42]. Al respecto, Ariza et al. [43], Chavarro [38], Ferrucho
[44] y mas recientemente Chavarro et al. [40], han adelantado
estudios de variabilidad genética basada en la determinacién
de AG en poblaciones de R. solani procedentes de diferentes
departamentos de Colombia, incluido Narifio.

Para la identificacién molecular y evaluacién de la variabi-
lidad genética de R. solani, Ariza et al. [43] us6 PCR para el
andlisis de la regién ITS del ADNr, junto con los marcadores
ITS1, ITS2, ITS3 e ITS4, més el gen 5.8S y marcadores mole-
culares RAPD, respectivamente. Las pruebas determinaron
la concordancia de los aislamientos evaluados con R. solani,
asi como, la existencia de alta variabilidad genética entre
ellos, que confiere més polimorfismo entre los aislamientos
procedentes de Cundinamarca, en comparacion con el grupo
correspondiente a Narifio.

Aunque la costra negra y el cancro del tallo son enfermedades
de distribucién mundial, la etiologia de estas enfermedades
en una localidad dada es variable y depende de los AG
de R. solani predominantes [42]. De ahi la importancia de
determinar la distribucién de estos en las zonas donde se
cultiva papa. Sobre esto, Ferrucho et al. [42], luego de hacer un
muestreo de R. solani procedente de diferentes departamentos
de Colombia y de caracterizar los aislamientos con PCR para
el anélisis del ITS del ADNr, ademaés de PCR con cebadores
especificos para AG-3 PT, determinaron que R. solani AG-3
PT es el principal agente causal del cancro del tallo y la sarna
negra de la papa, como también se nombra la enfermedad
en Colombia.

Si bien, Narifio se ha incluido en algunos de los estudios
realizados, las muestras no han sido lo suficientemente repre-
sentativas para determinar todas las poblaciones presentes
en el departamento, por lo que, en la actualidad, se desconoce
la diversidad genética de las poblaciones de R. solani. Por
consiguiente, esta investigacion tuvo como objetivo identi-
ficar por medio de herramientas moleculares los AG de R.
solani presentes en aislamientos de Tuquerres, Pasto, Ospina
e Ipiales, cuatro de los municipios que mayormente aportan
a la produccién de papa en Narifio, asi mismo, determinar la
variabilidad genética entre los aislamientos para generar in-
formacién de base que conduzca a la formulacién focalizada
de un plan de manejo de la costra negra en la region.
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2. Materiales y métodos

El estudio se efectu¢ en el laboratorio de biologia molecular
del grupo de investigacién de Sanidad Vegetal GRISAYV, de la
Universidad de Narifio, ubicada en el municipio de Pasto (N),
Colombia. Para la evaluacion se utilizaron 287 aislamientos
de R. solani pertenecientes a la coleccién de trabajo del grupo
de investigacién de Sanidad Vegetal GRISAV, que se obtuvie-
ron de regiones productoras de papa de las localidades de
Tuaquerres, Pasto, Ipiales y Ospina.

Multiplicacién de los aislamientos. Cultivos monohifales
fueron multiplicados en PDA (Papa Dextrosa Agar) enmen-
dado con Rifampicina 1 ml. por litro, a partir de puntas de
hifa de cada aislamiento, que se incubaron por 10 dias a 25
°C [45].

Extraccién de ADN. La extracciéon de ADN de cada aisla-
miento se hizo utilizando el método de Griffith y Shawn [46]
modificado, donde el micelio de cada cultivo fue despren-
dido del medio de cultivo, se transfirié a tubo eppendorf
y se congel6 a menos 3 °C; posteriormente se macero y a
cada muestra se le agreg6 800 ul. del buffer CTAB (NaCl
3M, EDTA pH 8,0 0.5 M, Tris HCI pH 8.0 1M, CTAB 2 %),
se homogenizo, se realiz6 vortex durante 10 segundos y se
incub6 en bafo maria durante una hora a 65 °C, mezclando
por inversién cada 10 minutos. Pasado el periodo de incu-
bacién, a cada tubo se le agregaron 600 pl. de cloroformo,
se mezcl6 por inversion y se centrifugé a 13,000 rpm por 10
minutos. Después de centrifugar se extrajo el sobrenadante,
aproximadamente 600 pl., se trasvasé a un tubo eppendorf
nuevo, se agregaron 360 pl., 0.6 voliimenes de isopropanol,
nuevamente se mezcld por inversion hasta la formacién de la
madeja de ADN, se dejé reposar en posicion vertical durante
cinco minutos, seguidamente se centrifugé a 13,000 rpm du-
rante 10 minutos, se eliminé el sobrenadante del precipitado
y se agregd 1 ml. de etanol al 70 % frio (-20 °C). A continua-
cién, se centrifugé a 12,000 rpm por 10 minutos, se retiré el
etanol, se adicioné 1 ml. de alcohol absoluto frio (-20°C), se
centrifugdé a 12,000 rpm por 8 minutos y se eliminé el alcohol,
quedando al fondo del tubo el precipitado y se dejo secar a
37 °C durante 30 minutos para eliminar las trazas de alcohol.
El ADN se suspendi6 en 50 pl. de agua miliQ y se verificé la
concentracién y calidad de cada muestra en espectofotémetro.
A partir de la concentracién inicial de ADN, por medio de la
férmula de balance de masas, se prepararon alicuotas de 100
ng/pl. para adelantar las PCR.

PCR para amplificar 1a regién ITS del ADNr. Del total de
la coleccion, una muestra de 116 de sus ADNs (70 proce-
dentes de aislamientos de Tuquerres y 46 originarios de
Pasto) fueron caracterizados por medio de PCR para la am-
plificacién de la regién rDNA-ITS, usando los cebadores
ITS1-F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTATTGATATGC-3") que amplifican a 700 pb,
lo correspondiente a R. solani [33, 47, 48]. Para la PCR se
prepararon 25 pul. de reaccién final, cada reaccién de PCR
estuvo compuesta por 3.0 ul. de ADN, 12.5 ul. de buffer
(Quick-Load master mix: OneTaq DNA Polymerasa, dNTPs,
MgCl2, componentes tampoén y estabilizadores, dos coloran-
tes de seguimiento para geles de ADN, de BioLabs), 1 ul. de
BSA (Albtimina de Suero Bovino de BioLabs), 1 ul. de cada
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cebador y 6.5 ul. de agua miliQ. En cuanto a las condiciones
de amplificacién, se siguio las reportadas por Chavarro [38]
para R. solani: desnaturalizacién inicial a 94 °C por 120 s,
desnaturalizacién a 94 °C por 60 s, hibridacién a 57 °C por 60
s, elongacién a 72 °C por 60 s, elongamiento final (después
de 30 ciclos) a 72 °C por 600 s. Una vez realizada la PCR, los
productos de amplificacion fueron separados por electrofore-
sis en gel de agarosa al 1% y corridos en Tris-Borato-EDTA
(TBE) a 0.5X, a 80 V por 60 min. El gel de agarosa se prepar6
con 0.5 g. de agarosa en 50 ml. de TBE y como intercalante
se utiliz6 el colorante de ADN Midori Green Advance de
Nippon Genetics y marcador de peso molecular de 100 pb
DNA Ladder fue utilizado para determinar el tamafio de los
fragmentos amplificados, aplicindose en el pozo inicial una
mezcla de 1 pl. del marcador y 1 ul. del buffer de carga, y en
el resto de los pozos, 4 ul. del producto de PCR. La amplifi-
cacion se verificé con un transiluminador de luz ultravioleta,
donde se observo la presencia de fragmentos de 700 pb.

Secuenciacién. Posterior a la amplificacién, los productos de
PCR fueron enviados a MACROGEN Corea para ser secuen-
ciados mediante el método de Sanger. Las secuencias, una
vez recibidas, fueron identificadas a nivel de especie, usando
el programa BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
del NCBI (National Center for Biotechnology Information),
en el que, por complementariedad de secuencias con las
consignadas en la base de datos del GenBank, se extrajo el
nombre del microorganismo, porcentaje de identidad y el
coédigo de la accesion de referencia.

PCR para la amplificacién de grupos de anastomosis espe-
cificos de R. solani en papa. La identificaciéon especifica de
los AG de R. solani que afectan a Solanum tuberosum, se hizo
a todos los aislamientos objeto de evaluacién, teniendo en
cuenta los AG mds comtnmente asociados a costra negra y
cancro del tallo, por lo que se utilizaron cebadores especificos
para los grupos AG-2-1, AG-3 PT y AG-4. Las caracteristicas
de los cebadores y las condiciones de amplificacion se descri-
ben en la tabla 1. Para la reaccién final de PCR, en cada caso,
se prepararon de 25 yul. de reaccién, que estuvo compuesta
por 3.0 ul. de ADN, 12.5 ul. de buffer (Quick-Load master
mix: OneTaq DNA Polymerasa, dNTPs, MgCl2, componen-
tes tampon y estabilizadores, dos colorantes de seguimiento
para geles de ADN, de BioLabs), 1 ul. de cada marcador
y 7.5 ul. de agua miliQ. Posteriormente, los productos de
amplificacién fueron separados por electroforesis, bajo las
mismas condiciones utilizadas para los productos de PCR
con ITS.

Anilisis filogenético de la poblacién de R. solani. El analisis
se hizo en concreto para los aislamientos amplificados con
ITS. Para esto, inicialmente, las secuencias se editaron con el
software Sequencher 5.4.6. y se alinearon con el programa
MEGA-X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) por
ClustalW. En el alineamiento se incluy6 un control positivo
(secuencia correspondiente a R. solani AG-3 PT/ KX631247.1)
y un grupo externo (secuencia correspondiente a R. zeae
MF737106.1) [38, 49]. Con el resultado del alineamiento se
efectud el andlisis filogenético en el programa MEGA-X, bajo
el modelo de inferencia filogenética Méxima Verosimilitud,
el test de filogenia Bootstrap con 1,000 replicaciones y el
modelo Kimura 2-parametros [50].

© UPTC - Revista Ciencia en Desarrollo Vol. 16 Num. 1

3. Resultados y discusién

Extraccién de ADN. El método de extraccién permitié ob-
tener concentraciones considerables de ADN de 287 aisla-
mientos de R. solani, que fluctuaron entre 1,000 y 6,000 ng/pl.
Ademads, de buena calidad, porque, en la relacién de ab-
sorbancias A260/280 y A260/230, que evaltan la pureza de
las muestras por espectrofotometria, los valores estuvieron
entre 1.8-2.1 y 1.7-2.2 respectivamente, lo que se considera un
ADN de pureza 6ptima [51, 52]. Resultados similares fueron
reportados por Huanca et al. [53], quienes al extraer ADN de
hongos filamentosos habitantes del suelo utilizando buffer
CTAB e isopropanol, obtuvieron ADN con valores de 1.9 para
la relacién de absorbancia A260/280y 1.7 para la A260/230,
considerado de buena calidad y que posteriormente fue uti-
lizado para andlisis de PCR, similar a lo realizado en esta
investigacion.

Amplificacién por PCR de la regién ITS del ADNr. La PCR
para la amplificacién de la regién ITS del ADNr, con los
cebadores universales ITS1-F e ITS4 permiti6 establecer la
identidad de los 116 aislamientos y su correspondencia con R.
solani, al amplificar a 700 pb (figura 1), que es lo reportado por
diferentes autores para este patégeno, entre estos Muzhinji
et al. [33].

700 pb

700 pb

Figura 1: Amplificacién de banda a 700 pb con los cebadores ITS1-
F/ITS4, correspondiente a R. solani, en gel de agarosa al 1% en TBE
0.5X. Marcador de peso molecular 100 pb ADN ladder, Thermo
scientific®. (M).

Al respecto, las técnicas de biologia molecular basada en
el andlisis del espacio interno transcripto ITS del rADN,
junto con la secuenciacién de genes por PCR, entre otras, se
han convertido en herramientas certeras de diagnéstico de
hongos fitopatdgenos. Segtin Lakshman et al. [54], el estudio
de las regiones ITS (ITS1 e ITS2) permite la caracterizacion
molecular de los hongos a nivel de especie, por lo que su
andlisis es un método efectivo para determinar el parentesco
genético de R. solani y la identificaciéon de los AG y sus
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Tabla 1: Cebadores para la amplificacion de AGs de R. solani asociados a Solanum tuberosum L

GA Secuencia Tamano Condiciones
Nombre del del de Referencia
Cebador primer producto amplificacién
Desnaturalizacién a 94 °C
por 120 s.
AG-2-1 5-CAAAGGCAAT(A/G)GGTTATTGGAC-3’ 30 ciclos a 94 °C por 40 s.
Forward  5-CCTGATTTGAGATCAGATCATAAAG-3’ 480 Alineamiento a 60 °C por 60 s. Carling et al. (2002).
Reverse Extension a 72°C por 60 s.
Extensién final a 72 °C por
300 s.
Desnaturalizacién a 95 °C
por 120 s.
AG-3PT 35 ciclos a 95°C por 45 s. Lees et al. (2002)
Rs1F2 5 -TTGGTTGTAGCTGGTCTATTT- 3’ 474 Alineamiento a 65 °C por 60s. ~ Woodhall et al. (2007)
AG3PR2 5 -ACACTGAGATCCAGCTAATA- 3’ Extension a 72°C por 90 s.
Extension final de 72 °C por
300s
Desnaturalizacion a 95 °C
AG-4 por 120 s.
RsAG4F1 5-TCCTTGGAGCATGCCTGTTT-3 35 ciclos a 95 °C por 45 s.
RsAG4R1 5-TACCTTGGCCACCCCTTTTT-3’ 214 Alineamiento a 68 °C por 60 s. Ferndndez (2011).
Extension a 72 °C por 90 s.
Extension final de 72 °C
por 300 s.
subgrupos. Se destaca la identificaciéon del grupo de anastomosis AG-2-1

En estudios similares, Takooree et al. [55], Murdock ef al. [56]
e Inokuti et al. [34], también utilizaron la amplificacién del
espacio interno transcripto ITS del rADN para la identifica-
cion de aislamientos de R. solani y sus AG, procedentes de
papa. Asi mismo, los marcadores universales ITS1-F e ITS4,
que amplifican a 700 pb para R. solani fueron utilizados por
Tjimune et al. [57] y Al-Abedy et al. [58], para comprobar
molecularmente la identidad de aislamientos que por sus
caracteristicas morfolégicas se identificaban con R. solani,
confirmando su pertenencia a esta especie.

Secuenciacién. Los resultados de la secuenciacién para la
region ITS del ADNr, corroboraron la identidad de R. solani
en todos los aislamientos evaluados. Encontrdndose porcen-
tajes de similitud entre 98.08 % y 100 %. La homologia de
secuencias también determind la presencia de los grupos de
anastomosis AG-3, AG-3 PT y AG-2-1 en la poblacién (tabla
2).

Tabla 2: Identificacién de 116 aislamientos de R. solani procedentes
de las localidades de Ttquerres y Pasto (Narifio), por secuencia-
cién con marcadores ITS (Espacio Interno Transcripto), ntimero de
accesion y porcentaje de similitud (segtin GenBank).*

N° Aislamiento ITS Accesion (%)

1 Rh20T R. solani AG-3PT  KX631333.1 (99.53)
2 Rh36T R. solani AG-3 PT MT523021.1 (100)
3 Rh42T R. solani AG-3 MN258594.1 (100)
4 Rh48T R. solani AG-3 PT KX631277.1 (100)
5 Rh49T R. solani AG-3 MN258600.1 (99.84)
6 Rh52T R. solani AG-3 PT  KX631247.1 (99.84)
7 Rh53T R. solani AG-3 KT583290.1 (99.84)
8 Rh54T R. solani AG-3PT  KX631236.1 (99.84)
9 Rh55T R. solani AG-3 PT  KF234140.1 (99.69)
10 Rh56T R. solani AG-3 KF234144.1 (100)

*La tabla completa se presenta como anexo.
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en estas secuencias, puesto que, para el departamento de
Narifio, es el primer reporte de la presencia de este AG en
poblaciones de R. solani procedente de papa. De los aisla-
mientos caracterizados, R. solani AG-3 correspondi6 al 39.6 %
de estos (30 de Tuiquerres y 16 de Pasto), R. solani AG-3 PT al
59.4 % de los aislamientos (39 y 30, de Ttaquerres y Pasto, res-
pectivamente) y R. solani AG-2-1 (secuencia de referencia en
GenBank MW462187.1) que se identific6 en un aislamiento,
el 322T oriundo de Ttquerres, correspondié al 1 %.

Entre los grupos de anastomosis de R. solani que causan
afectaciones en papa, estdn, AG-1 IA, AG-2-1, AG-3, AG-3
PT, AG-4, AG-5, AG-7, AG-9 [23]; [26]; [3]; [27]; [30]; [29]. Y
como resultado de la interaccion hospedante-patégeno, estos
AG causan sintomas como, costra negra, cancro del tallo y
estol6n, mal del talluelo, pudricion de raices y debilitamiento
de la planta [42]; [3]; [28]; [59].

De los AG relacionados con la papa, R. solani AG-3 y su
subgrupo AG-3 PT, es el que se identifica mayormente en las
poblaciones de R. solani que habitan suelos donde se cultiva
papa. Al respecto, R. solani AG-3 es un habitante comtn del
ecosistema edéfico y tiene distribucién mundial. Es también,
un patégeno de importancia econémica que afecta la mayoria
de cultivos de plantas de la familia Solanaceae, donde se
incluye a la papa. AG-3 PT (The potato type) es un subgrupo
del AG-3y es el principal agente causal del cancro del tallo
y estolon, asi como, de la costra negra de la papa a nivel
mundial [60]. Se reportan casos de AG-3 PT afectando a papa
en Namibia [57], isla Mauricio [55], Irdn [61], Mongolia [62],
China [21] entre otros.

Por otra parte, R. solani AG-2-1 también se determina con
regularidad en aislamientos procedentes de papa, aunque
con menos frecuencia y menor porcentaje que al AG-3. Al
respecto, en Mérida (Venezuela), en la evaluacién de una
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coleccién de aislamientos con morfologfa similar al complejo
Rhizoctonia, obtenidos de diferentes tejidos de la papa y
especialmente de esclerocios formados sobre la superficie de
los tubérculos, se identific6 173 aislamientos pertenecientes
aR. solani, determinandose al interior de esta poblacién la
presencia de AG-3 y AG-2-1, donde el de mayor proporciéon
fue el grupo AG-3 [30], resultados similares a los encontrados
en esta investigacion.

En Colombia, especificamente en la zona productora de
papa de Narifio, un departamento reconocido por su aporte
considerable a la produccién nacional de este cultivo, es
la primera vez que se identifica a R. solani AG-2-1 en los
muestreos efectuados para este patdégeno, por lo que se
considera un aporte importante al conocimiento del estado de
las poblaciones de R. solani en el contexto regional y nacional,
en miras de desarrollar planes de manejo de la costra negra
y cancro del tallo mas acordes al nivel de virulencia del
grupo de anastomosis que esté presente en las localidades
productoras, por lo que, el diagnéstico certero de los AG es
una herramienta primordial para lograr este proposito.

Tjimune et al. [57] y Murdock et al. [56], quienes identificaron
por medio de la secuenciacién del espacio interno transcripto
(ITS) del rADN a R. solani AG-3 PT y R. solani AG-2-1 en aisla-
mientos de este patdgeno procedentes de papa (S. tuberosum)
y mds recientemente, con los resultados de obtenidos en este
estudio, se ha comprobado la relacién directa de AG-3 PT
y AG-2-1 con la enfermedad denominada como cancro del
tallo o costra negra.

La identidad de 41 aislamientos de R. solani procedente de
cultivos de papa de Boyacd, Antioquia y Cundinamarca,
departamentos de Colombia, también se efectué por medio
de caracterizacién molecular al amplificar por PCR la regién
ITS B del rADN, determindndose la correspondencia de los
aislamientos con este patégeno y la presencia de los grupos de
anastomosis AG-3 y AG-2-1, este tiltimo en menor proporcién
[38]. Lo que comprueba que estos AG son los més recurrentes
en la evaluacién de las poblaciones de R. solani presentes
en los departamentos productores de papa, incluido Narifio,
como lo verifica esta investigacion.

Por otra parte, Misawa et al. [63] también utilizaron ITS1 e
ITS4 para la caracterizacién molecular de R. solani AG-2-1,
corroborando la identidad de los aislamientos con este grupo.
Marcadores que también fueron utilizados en andlisis mole-
cular de las poblaciones R. solani presentes en las localidades
de Pasto y Tuquerres, departamento de Narifio (Colombia),
obteniéndose igualdad en los resultados.

El andlisis del ITS del rADN para caracterizar molecularmen-
te aislamientos de R. solani procedentes de papa y determinar
sus AG, también ha sido utilizado por Takooree et al. [55], Es-
fahani [61], Kotba et al. [64], Inokuti ef al. [34] y Abdel-Sattar
et al. [65], quienes confirmaron en cada caso, la identidad de
los aislamientos con este patégeno y su relacioén con el AG-3,
AG-3 PT, AG-4, AG-2-1, AG-1HGI.

PCR para la amplificacién de grupos de anastomosis especi-
ficos de R. solani en papa. La PCR con cebadores especificos
para los grupos de anastomosis AG-2-1, AG-3 PT y AG-4,
identific6 tinicamente a AG-2-1 y AG-3 PT en la poblacién de
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R. solani analizada (figura 2). R. solani AG-3 PT se present6
en el 98.3 % de los aislamientos, que correspondi6 a 281 de
ellos. R. solani AG-2-1 se determiné Gnicamente en el 1.7 %
de los aislamientos, los seis restantes del total evaluado, sin
embargo, independientemente de su baja presencia en la
poblacién, su identificacién es importante puesto que, se
corrobora los resultados encontrados en la caracterizacion
con ITS, que este grupo de anastomosis hace parte de los
AG de R. solani que afectan a los cultivos de papa en Narifio.
R. solani AG-3 PT se identific6 en Ttaquerres, Pasto, Ospina
e Ipiales en 77, 94, 52 y 58 aislamientos, respectivamente.
AG-2-1 se encontr6 en dos aislamientos de Taquerres (321T
y 322T), dos de Pasto (404P y 405P) y dos de Ospina (3860s
y 4880s). En la localidad de Ipiales no se encontré este AG.

474 pb
(AG-3PT)

4T4pb
(AG.3PT)

Figura 2: Amplificacion de banda de R. solani AG-3PT a 474 pby R.
solani AG-2-1 a 480 pb, procedentes de papa (S. tuberosum), en gel
de agarosa al 1 % en TBE 0.5X. Marcador de peso molecular 100pb
ADN ladder, Thermo scientific®.

Los marcadores especificos para PCR dirigidos a regiones
del rADN-ITS o regiones espaciadoras intergénicas, se han
convertido en un instrumento importante para para la identifi-
cacién de las especies de Rhizoctonia, entre estas Thanatephorus
cucumeris, sus AG y los subgrupos y, por lo tanto, para el
diagnostico certero de las enfermedades causadas por este
patégeno [66, 67].

Marcadores moleculares para determinados AG fueron uti-
lizados por Chavarro-Mesa et al. [40] para caracterizar ais-
lamientos de R. solani procedente de zonas productoras de
papa de Antioquia, Boyacd y Cundinamarca, lo que permiti6
identificar a los grupos AG-3 PT y AG-2-1, este tiltimo en
menor proporcién, similar a los resultados encontrados en
esta investigacion y a los de Ferrucho et al. [42].

Iradukunda et al. [68], disefiaron marcadores especificos para
la deteccién del grupo de anastomosis AG-3 PT en aislamien-
tos de R. solani obtenidos de tubérculos semilla de papa y
suelo, aplicando para la amplificacién Multiple PCR. Los
marcadores utilizados fueron muy sensibles en el momento
de identificar a R. solani AG-3 PT en los aislamientos y en
pequefias concentraciones de ADN, con lo que demostraron
la alta sensibilidad y especificidad de estos.

En referencia a R. solani AG-2-1, Carling ef al. [69] report6 un
par de marcadores distintivos para la deteccién de este AG,
en su estudio para diferenciar los subgrupos del grupo de
anastomosis AG-2, que para este caso amplifican fragmentos
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de 480 pb. Estos mismos marcadores fueron utilizados por
Misawa & Kurose [19] al evaluar una coleccion de aisla-
mientos de R. solani procedentes de diferentes cultivos, en la
que efectivamente se identific6 a R. solani AG-2-1. El AG-2-1
determinado en los aislamientos de R. solani originarios de
las localidades de Tuquerres, Pasto y Ospina, también fue
identificado con el uso de dichos marcadores.

La identidad de aislamientos de R. solani asociados a cancro
del tallo y costra negra, inicialmente caracterizados por la
secuenciacion de la regién ITS del rADN, fue confirmada
por el uso de marcadores especificos (Rs1F2/AG-3PR2) para
el grupo de anastomosis AG-3 PT, mediante amplificacién
por PCR, obteniéndose fragmentos de 474 pb [61]. Estos
marcadores también permitieron identificar la identidad de
los aislamientos evaluados en esta investigacion.

Analisis filogenético de la poblacién de R. solani. La re-
construccién filogenética de los 116 aislamientos de R. solani
caracterizados con marcadores ITS, mostré variabilidad ge-
nética entre ellos, independientemente de la localidad de
origen de los mismos. Como resultado de esto, y teniendo en
cuenta las raices principales, se obtuvieron agrupamientos
de secuencias similares u homélogas principalmente en siete
cladogramas que incluyeron todos los aislamientos (figura 3).
Los cladogramas enumerados de I al VI incorporaron tanto
a R. solani AG-3, como a R. solani AG-3 PT, procedentes de
Taquerres y Pasto. R. solani AG-2-1 conformé un solo clado-
grama, el VII, correspondiente al aislamiento 322T oriundo
de la localidad de Taquerres. La secuencia utilizada como
control interno, R. solani AG-3 PT (accesiéon KX631247.1) se
agrupd junto con los aislamientos objeto de estudio, en este
caso, en el cladograma III. Y la secuencia identificada como
Rhizoctonia zeae (accesion MF737106.1) utilizada como grupo
externo, se configur6é como un tnico clado (figura 3).

La distribucién de los aislamientos de R. solani en cada uno
de los clados se puede observar en la tabla 3. Al respecto,
el clado cinco, es el que agrup6 la mayor cantidad de los
aislamientos, 35 en total, tanto de Ttiquerres como de Pasto,
con mayor presencia de los pertenecientes a este tltimo y
siendo el AG-3 PT el grupo predominante. A este, le siguieron
los clados I y III, con la diferencia que en el clado I, hubo
mayor frecuencia del grupo de anastomosis AG-3, en cambio,
en el clado III, se present6 en mayor cantidad el AG-3 PT. Los
agrupamientos son sinénimo de uniformidad genética, de
ahi, que se puede inferir que, en aquellos clados con mayor
niimero de aislamientos, la variabilidad genética entre estos
es menor y por lo tanto estdn mds relacionados. Contrario
a lo que sucede en el clado VI, que tinicamente agrupo a
ocho aislamientos, lo que indica que, si bien hay similaridad
genética al interior del clado, hay mayor variabilidad genética
al compararse estos con la poblacién en general.

En estudios similares, el anélisis filogenético de la region ITS
del rADN de 131 aislamientos de Rhizoctonia sp. obtenidos
de papa, determiné variabilidad genética intraespecifica en
esta poblacién, identificindose tanto a Rhizoctonia binucleada,
como a R. solani. En el grupo de R. solani, la reconstrucciéon
filogenética inferida por Maxima Verosimilitud agrupé los
diferentes grupos de anastomosis identificados (AG-3 PT,
AG 2-2I1IB, AG-4 HG-I, AG-4 HG-III y AG-5) en diferentes
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clados, siendo el clado correspondiente al AG-3 PT el que
agrupo la mayoria de los aislamientos evaluados [33].

La diversidad genética al interior del grupo de anastomo-
sis AG-3 fue reportada por Kuninaga et al. [70], quienes al
evaluar las secuencias de la region ITS del rADN de 51 ais-
lamientos de R. solani AG-3 que representaban poblaciones
procedentes de papa y tabaco, encontraron divergencia entre
las secuencias, de entre 12 y 23 nucleétidos, en las regiones
ITS 1 e ITS 2, lo que supone variabilidad genética al interior
de estas poblaciones. A partir de estas diferencias, se desarro-
llaron pares de marcadores especificos que fueron capaces
de diferenciar los aislamientos procedentes de papa, de los
aislamientos obtenidos de tabaco y viceversa, ademas, de no
amplificar para otros AG. Estableciéndose asi, los subgrupos
al interior de R. solani AG-3, que son AG-3 PT y AG-3 TB.
Conjuntamente, en el drbol filogenético, inferido por el Ve-
cino maés cercano, los aislamientos de papa se agruparon en
un cltster distinto y bien separado de los aislamientos de
tabaco.

Tabla 3: Distribucién de secuencias homoélogas de aislamiento de R.
solani en los cladogramas que conforman la reconstruccion filogené-
tica, inferida con el coeficiente de Méxima Verosimilitud, bootstrap
de 1.000 réplicas y el modelo Kimura 2-parametros.

N¢ de cladograma Aislamientos de R. solani

Tiiquerres: 309T, 307T, 282T, 264T, 308T, 275T,
1 250T, 263T, 75T, 327T, 251T, 247T, 53T, 42T, 257T,
AG-3 48T, 63T, 178T, 246T, 267T
AG-3PT Pasto: 406P, 101P, 420P

Tiquerres: 78T, 253T, 259T, 270T, 76T, 56T, 269T,
I 55T, 59T, 66T
AG-3
AG-3PT Pasto: 124P, 199P, 134P, I181P, 211P

Tiquerres: 266T, 271T, 71T, 93T, 90T 36T, 67T,
273T, 302T, 330T, 331T, 326T
I
AG-3 Pasto: 122P, 141P, 125P, 182P, 202P, 207P, 210P,
AG-3PT 217P, 421P

Control positivo: R. solani AG-3 PT KX631247.1

Tiquerres: 52T, 54T, 58T, 83T, 245T, 272T, 276T,

v 278T, 280T
AG-3
AG-3PT Pasto: 136P, 170P, 174P, 243P, 417P
Taquerres: 258T, 260T, 310T, 20T, 89T, 86T, 318T,
v 96T, 97T, 99T, 85T, 311T, 313T, 314T, 316T
AG-3
AG-3PT Pasto: 143P, 234P, 165P, 414P, 238P, 158P, 230P,

104P, 206P, 385P, 389P, 410P, 176P, 194P, 391P,
393P, 395P, 411P, 412P

VI Tiquerres: 49T, 65T, 80T
AG-3
AG-3PT Pasto:127P, 209P, 161P, 200P, 216P
Vil Tiquerres: 322T
AG-2-1

Ferrucho et al. [39], en evaluaciones hechas a poblaciones de
R. solani AG-3 PT procedentes de diferentes regiones paperas
de Colombia, entre ellas de Narifio, encontraron en general,
un nivel muy bajo de diferenciacién poblacional, moldea-
da por el flujo de genes y posterior multiplicacién clonal,
con mediacién del ser humano. Sin embargo, las poblacio-
nes locales, geograficamente aisladas, como la de Narifio,
mostraron mayor diversidad genética, en comparacién con
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Figura 3: Arbol filogenético de las secuencias de R. solani caracterizadas con marcadores ITS1-ITS4 (Espacio Interno Transcrito) inferido con el

estimador de Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood), test de filogenia Bootstrap con 1000 replicaciones y el modelo Kimura 2-pardmetros.

Analisis evolutivo conducido en MEGA X [50, 73]
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las otras poblaciones analizadas. La diversidad genética en
AG-3 PT registrada por Ferrucho et al. [39], ratifica la diversi-
dad determinada en este es estudio, para Narifio, donde los
aislamientos de R. solani AG-3/AG-3 PT obtenidos de dife-
rentes localidades, se agruparon en varios clados, indicando
distanciamiento genético entre estos.

En estudios relacionados, Esfahani [61] report6 variabilidad
genética entre aislamientos de R. solani asociados a cancro
del tallo y costra negra en papa, donde los aislamientos se
agruparon en tres clados principales, que incluian aislamien-
tos identificados como AG-3, asi mismo, al interior de los
clados, los aislamientos se dividieron en subgrupos distintos
con miembros pertenecientes a R. solani AG-3 PT. Ademas,
no se encontré correlacién con la region geografica de origen
entre estos. Resultados que coinciden con los encontrados
en este estudio, en el que el analisis filogenético también
mostré variabilidad genética entre la poblacién de R. solani
procedente de papa y de diferentes localidades.

Chavarro-Mesa et al. [40], analizaron la variabilidad genética
de R. solani AG-3 PT, donde se destaca la observacion de
agrupamientos al interior de R. solani AG-3 PT, a los que los
autores denominaron AG-3PT (A) y AG-3PT (B), con los que
concluyeron que al interior de R. solani AG-3 PT existe una
alta diversidad genética.

Estudios que reportan variabilidad genética en R. solani AG-3
PT, indican que se puede estar presentando evolucién de este
patégeno, debida probablemente a flujo genético, mutacién o
recombinacion, donde las fuentes de in6culo como tubérculos
semilla infectados o el presente en el suelo contribuyen a
originar y mantener la diversidad genética, especialmente
cuando el flujo genético es minimo [71, 72].

4. Conclusiones

Los aislamientos procedentes de Ttiquerres y Pasto caracteri-
zados molecularmente mediante la amplificacién por PCR de
la regién ITS del ADNr y su posterior secuenciacién, identifi-
c6 por medio de homologia de secuencias, la pertenencia de
estos a la especie Rhizoctonia solani, asi mismo, la presencia
de los grupos de anastomosis AG-3 PT y AG-2-1, con mayor
abundancia del grupo de anastomosis AG-3 PT y siendo el
grupo de anastomosis AG-2-1 el primer reporte en Narifio.
La evaluacién con cebadores especificos para los AG que
afectan a papa, permiti6 establecer que los grupos de anasto-
mosis AG-3 PT y AG-2-1 hacen parte de las poblaciones de
R. solani que habitan en las localidades de Taquerres, Pasto,
Ospina e Ipiales, identificindose al AG-3 PT como el grupo
de anastomosis dominante. La construccién filogenética de
aislamientos de R. solani originarios de zonas productoras de
papa de Taquerres y Pasto, comprobé la existencia de varia-
bilidad genética intraespecifica en las poblaciones de R. solani
presentes en Narifio, independientemente de la localidad de
origen.
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Tabla 2 - continuacién: Identificacién de 116 aislamientos de R. solani procedentes de las localidades de Taquerres y Pasto (Narifio), por

secuenciaciéon con marcadores ITS (Espacio Interno Transcripto), niimero de accesion y porcentaje de similitud (segtin GenBank).".

N°  Aislamiento ITS Accesi6n %
1 Rh20T R. solani AG-3PT  KX631333.1 99.53
2 Rh36T R. solani AG-3PT  MT523021.1 100
3 Rh42T R. solani AG-3 MN258594.1 100
4 Rh48T R. solani AG-3PT  KX631277.1 100
5 Rh49T R. solani AG-3 MN258600.1 99.84
6 Rh52T R. solani AG-3PT  KX631247.1 99.84
7 Rh53T R. solani AG-3 KT583290.1 99.84
8 Rh54T R. solani AG-3PT  KX631236.1 99.84
9 Rh55T R. solani AG-3 PT KF234140.1 99.69
10 Rh56T R. solani AG-3 KF234144.1 100
11 Rh58T R. solani AG-3 PT KF234140.1 99.84
12 Rh59T R. solani AG-3 MF070635.1 100
13 Rh63T R. solani AG-3 MN258602.1 100
14 Rh65T R. solani AG-3 KF234143.1 99.68
15 Rh66T R. solani AG-3PT MW999192.1  99.37
16 Rh67T R. solani AG-3 KF234144.1 100
17 Rh71T R. solani AG-3 KF234144.1 100
18 Rh75T R. solani AG-3 MW999192.1  99.53
19 Rh76T R. solani AG-3 JQ219355.1 99.54

20 Rh78T R. solani AG-3PT  KX468082.1 100

21 Rh80T R. solani AG-3PT  KX631277.1 99.53
22 Rh83T R. solani AG-3 PT KF234140.1 99.69
23 Rh85T R. solani AG-3PT  KX650631.1 99.84
24 Rh86T R. solani AG-3PT MW999201.1  99.53
25 Rh89T R. solani AG-3 KF234144.1 98.75

26 Rho0T R.solani AG-3PT  KX631314.1 100

27 Rh93T R. solani AG-3 MW999200.1 100

28 Rh96T R. solani AG-3PT  KX650633.1 99.69

29 Rh97T R.solani AG-3PT  DQ913059.1  98.08

30 Rh99T R. solani AG-3 JX161982.1 99.84

31 Rh178T R. solani AG-3 MW999194.1 100

32 Rh245T R. solani AG-3 KF234140.1 99.69
33 Rh246T R. solani AG-3 MW999194.1 100

34 Rh247T R. solani AG-3 PT KP013070.1 100

35 Rh250T R. solani AG-3 PT KF234144.1 99.69

36 Rh251T R. solani AG-3 JX161954.1 99.68

37 Rh253T R. solani AG-3 KF234143.1 99.22

38 Rh257T R.solani AG-3PT MW999194.1 99.84

39 Rh258T R. solani AG-3PT MW999192.1 99.53

40 Rh259T R.solani AG-3PT MH113809.1 99.84

41 Rh260T R. solani AG-3PT  MF070646.1  99.69

42 Rh263T R. solani AG-3 PT EF370442.1 100

43 Rh264T R. solani AG-3 PT KP013070.1 99.69

44 Rh266T R. solani AG-3 PT KF234143.1 99.66

45 Rh267T R. solani AG-3PT MW999192.1  99.69

46 Rh269T R. solani AG-3 PT KF234140.1 98.91

47 Rh270T R. solani AG-3 PT KF234140.1 99.37

48 Rh271T R. solani AG-3 MT523021.1  99.84

49 Rh272T R.solani AG-3PT MW999200.1 99.84

50 Rh273T R. solani AG-3 PT KF234140.1 100

51 Rh275T R. solani AG-3 PT KP013070.1 100

52 Rh276T R. solani AG-3PT  KX631242.1 99.84

53 Rh278T R. solani AG-3 KF234143.1 99.68

54 Rh280T R. solani AG-3 PT KF234144.1 99.84

55 Rh282T R. solani AG-3 MW999192.1  99.53

56 Rh302T R. solani AG-3 KF234143.1 99.69

57 Rh307T R. solani AG-3 EF370442.1 100

58 Rh308T R. solani AG-3 KF234144.1 99.38

59 Rh309T R. solani AG-3 MW999192.1  99.69

60 Rh310T R. solani AG-3 JX161898.1 99.68

61 Rh311T R. solani AG-3 MN816748.1  99.68

62 Rh313T R. solani AG-3 MN816748.1 100

63 Rh314T R. solani AG-3PT  KX650633.1 99.84

64 Rh316T R. solani AG-3PT  KX650633.1 99.69

65 Rh318T R. solani AG-3PT  KX631377.1 99.53

66 Rh322T R. solani AG-2-1 JF792354.1 98.90
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Tabla 2 - continuacién: Identificacién de 116 aislamientos de R. solani procedentes de las localidades de Ttaquerres y Pasto (Narifio), por

secuenciacién con marcadores ITS (Espacio Interno Transcripto), niimero de accesién y porcentaje de similitud (segtin GenBank).".

N°  Aislamiento ITS AAccesion %

67 Rh326T R. solani AG-3PT  KX631247.1 100

68 Rh327T R. solani AG-3 MN258606.1  99.84
69 Rh330T R. solani AG-3PT  KX631333.1 100

70 Rh331T R. solani AG-3PT  KX631277.1 100

71 Rh101P R. solani AG-3 MW999194.1 100

72 Rh104P R. solani AG-3 PT EF370434.1 99.84
73 Rh122P R. solani AG-3 PT KF234144.1 99.84
74 Rh124P R. solani AG-3PT  KX631332.1 99.69
75 Rh125P R. solani AG-3 HMO037686.1 100

76 Rh127P R. solani AG-3PT  KX631333.1 100

77 Rh134P R. solani AG-3 PT KF234144.1 99.37
78 Rh136P R. solani AG-3PT  KX631277.1 99.69
79 Rh141P R. solani AG-3 PT KF234144.1 99.84
80 Rh143P R. solani AG-3 DQ913026.1  98.64
81 Rh158P R. solani AG-3PT  KX631247.1 99.69
82 Rh161P R. solani AG-3PT  KX631246.1 99.84
83 Rh165P R. solani AG-3 DQ913072.1  92.92
84 Rh170P R. solani AG-3PT  KX631333.1 99.84
85 Rh174P R. solani AG-3 PT KF234144.1 99.53
86 Rh176P R. solani AG-3 MW999190.1 100

87 Rh181P R. solani AG-3 DQ913026.1  98.64
88 Rh182P R. solani AG-3PT  KX631333.1 100

89 Rh194P R. solani AG-3 MW999201.1 100

920 Rh199P R. solani AG-3 PT KF234140.1 99.37
91 Rh200P R. solani AG-3PT  KX631333.1 99.84
92 Rh202P R. solani AG-3 PT KF234144.1 99.84
93 Rh206P R. solani AG-3PT  KX650633.1 99.53
94 Rh207P R. solani AG-3PT  KX631277.1 99.84
95 Rh209P R. solani AG-3 MT523021.1  99.68
96 Rh210P R. solani AG-3 PT KF234140.1 100

97 Rh211P R. solani AG-3 MW999156.1  99.06
98 Rh216P R. solani AG-3PT  KX631333.1 99.68
99 Rh217P R. solani AG-3PT  KX631333.1 99.69
100 Rh230P R. solani AG-3PT  KX631333.1 99.69
101 Rh234P R. solani AG-3PT  KX631236.1 99.59
102 Rh238P R. solani AG-3PT  KX631314.1 99.21
103 Rh243P R. solani AG-3 PT KF234144.1 99.69
104 Rh385P R. solani AG-3PT  KX650633.1 99.53
105 Rh389P R. solani AG-3 MW999201.1  99.69
106 Rh391P R. solani AG-3 JX161899.1 99.37
107 Rh393P R. solani AG-3 MW999201.1 100

108 Rh395P R. solani AG-3 KX650633.1 99.84
109 Rh406P R. solani AG-3 MW999194.1  99.84
110 Rh410P R. solani AG-3 KX650632.1 98.44
111 Rh411P R. solani AG-3 MW999201.1 100

112 Rh412P R. solani AG-3PT  KX468079.1 99.69
113 Rh414P R. solani AG-3 MW999196.1  99.60
114 Rh417P R. solani AG-3PT  KX631332.1 99.69
115 Rh420P R. solani AG-3 KF234140.1 99.84
116 Rh421P R. solani AG-3PT  KX631333.1 100
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