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CARACTERIZA C!(')!V DE AISLAMIENTOS DE Rhizoctonia
MEDIANTE LA TECNICA DE ISOENZIMAS. PANAMA.1998.

Kilmer Von Chong '; Carlos Herrera S.°; Rodolfo Morales *

RESUMEN

El afublo de la vaina del arroz causa mermas eslimadas entre 2.0 -45% en la produccion, bajo
condiciones de alta precipitacion, alta nubosidad y altas temperaturas (Ou.1984). En Panama no se ha
identificado |a especie de Rhizoctonia que predomina en las areas arroceras. En la taxonomia de esle
hongo se estan utilizando técnicas como los marcadores moleculares (analisis de isoenzimas) para
distinguir entre aislamientos con morfologias similares y variabilidad entre especies (CIAT,1993). Este
trabajo se realizd durante los meses de julio a2 octubre de 1998, en los Laboratorios del IDIAP en
Divisa, con el proposito de identificar la especie de Rhizoctonia que afecta al cultivo del arroz en
Panama. Los aislamientos se colectaron en parcelas ubicadas en Alanje, Sona, Penonomeé, Antén y
Chepo y se compararon con aislamientos procedentes de Colombia, area del Tolima (Tolima CICA-4,
Esparcidor 1, Esparcidor 2), identificados como pertenecientes a la especie Rhizoctonia solani (CIAT,
Palmira, Colombia). Las proteinas exlraidas de los cullivos puros, de los aislamientos nacionales y de
referencia, se analizaron mediante 13 técnica de electroforesis discontinua en gel de almidon replica-
dos cuatro veces. Se comparod la movilidad relativa (coeficiente RF) de las bandas de las isoenzimas
monomorficas, alfa esterasa, fumarasa, hexoquinasa, leucina aminopeptidasa y mannosa -6-
fosfatoisomerasa, de los aislamientos nacionales con los de referencia. El analisis de los coeficientes
RF de los zimogramas indica que los aislamientos de Panama pertenecen a la especie Rhizoctonia
solani y las variantes detectados en la poblacién de Rhizoctonia del pais estan presentes en la
poblacién de Colombia.

PALABRAS CLAVES: Rhizoctonia del arroz; anublo de la vaina; pudricion de la vaina; isoenzimas.
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CHARACTERIZATION OF RHIZOCTONIAISOLATES
BY MEANS OF ISOENZIMES TECHNIQUE. PANAMA. 1998.

The shealh blighl of rice causes yield losses estimaled belween 2 0-45% under climaled
condilions such as clouded days, high precipilation and high lemperatures (Qu, 1984) In Panama lhe
prevalen! specie of Rhizoctonia has not been indenlified Il has been used molecular markers
(isoenzimes) lo dislinguish among isolates wilh similar moerfology and genelic varniabilily This research
was carmed oul from July to Oclober of 1998, in the laboralories of IDIAP- Divisa with the objeclive of
identify Ine species of Rhizoctonia thal affecls rice plants in Panama. The isolales were collecled in
rice plots of Alanje, Sona, Penonome, Anton and Chepo, and they were compared wilh isolates from
Tolima, Colombia (Tolima CICA-4, Esparcidor 1, Esparcidor 2) enlified as Rhizoctonia solani. The
extracted proleins of pure cullure of panamanian and colombian isolales were analyzed by starch gel
eleclrophoresis, replicaled four limes. The relative mobllily (coefficienl RF) of each band of panamaran
and colombian isolales were compared by lhe monomorphic iseenzimes aifa eslerasa, fumarase,
hexoquinase, leucin aminopeplidase and mannose-6-phosphale isomerase. The relative mobility
(RF coefficients) of lhe zimegrams indicales thal the panamanian Isolales belong lo lhe specie
Rhizoctonia solani and lhe variants delected in the population are also present in lhe colombian
population.

PALABRAS CLAVES

INTRODUCCION

En Panama, el arroz es uno de los
cultivos mas importantes, no solo por ser
la base de la dieta del panameno
(Aguilera, 1991), sino por su aporte del
25% al PIB agropecuario (Contraloria
General de la Republica, 1991). La acti-
vidad arrocera en nuestro pais genero al-
rededor de 4,000 empleos directos y
300,000 jornales por ano, lo que repre-
sento 1.5 millones de balboas (lICA,
1994),

En el pais, el arroz se cultiva me-
diante el sistema de secano (temporal) y
de riego. En el periodo 1994-95 el MIDA

Rhizoctonia del arroz: anublo de la vaina; pudnicién de la vaina; isoenzimas

(Departamento de Cémputo, Santiago) y
la Contraloria General de la Republica (Pa-
nama en Cifras, 1996) informaron que el
94 4% de la superficie cultivada (61,969 ha)
se hizo en secano y produjo el 88.9% de la
produccion (2,423,281 kg). En este mismo
periodo se sembro, con riego, 5.6% de la
superficie (6,980 ha) y se obtuvo una pro-
duccion de 301,850.1 kg (11%).

El cultivo de secano es afectado por
limitaciones climaticas que impiden la apli-
cacion oportuna de las practicas agrono-
micas, debidoa la disponibilidad de lluvias
y humedad en el suelo. Las sequias no
solo favorecen la competencia de las ma-
lezas, sino también predisponen el cultivo
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al dafio por plagas y enfermedades, que
a su vez reducen los rendimientos (Von
Chong, 1994).

No obstante, en los ultimos afos,
uno de los problemas del cultivo que esta
causando mermas economicas signi-
ficativas, es la enfermedad conocida
como afiublo de la vaina, cuyo agente
causal es Rhizoctonia sp. Esta enfer-
medad causa pérdidas en los rendi-
mientos entre 20-45% (Ou, 1984).

A diferencia de otros patogenos, el
estudio e identificacion de razas fisiologi-
cas del organismo causal del afiublo de
la vaina es bastante dificil. Se han utiliza-
do diferentes procedimientos para iden-
tificar especies y razas de este patdégeno
(CIAT, 1993). En la taxonomia de este
hongo se estan utilizando técnicas como
los marcadores moleculares (analisis de
isoenzimas), para distinguir entre aisla-
mientos con morfologias similares y va-
riabilidad entre las especies.

Market y Moller (1859) citado por
Simpson y Withers (1986) fueron los pri-
meros en emplear la palabra isoenzima,
la cual es una enzima que tiene diferen-
tes pesos moleculares y cataliza una
misma reaccion.

Las izoenzimas, como marcadores
bioquimicos, son actualmente detectadas
en forma rapida y econoémica, lo que las
hace ideales para identificar variaciones
entre y dentro de poblaciones (Hodgkin,
1991).

En Panamé no se ha identificado la
especie de Rhizoctonia que predomina
en las areas arroceras; no obstante, exis-
ten evidencias de la presencia de Rhi-
zoctonia solani. Una vez se identifique la
especie de Rhizoctonia predominante, se
hara mas eficiente su control, tanto pre-
ventivo como curativo, lo cual redundara en
una mayor rentabilidad, reduccion de
costos y mayor productividad para abaste-
cer el mercado local.

Esta informacion servira para estable-
cer las bases para un mejor manejo agro-
nomico del cultivo del arroz y, a la vez, per-
mitira clasificar al patégeno dentro de las
diferentes categorias de patdgenos cua-
rentenarios y evitar la entrada de variantes
exoticas que afectarian la produccion na-
cional. El objetivo de esta investigacion fue
el de identificar la especie de Rhizoctonia
que afecta al cultivo del arroz en Panama.

MATERIALES Y METODOS

E | trabajo se realizo durante los me-
ses de julio a octubre de 1998, en los labo-
ratorios del IDIAP, Divisa. Los aislamien-
tos estudiados fueron colectados en las
diferentes zonas arroceras de Panama
como se detallan en el Cuadro 1.

Cada muestreo se realizo recorrien-
do las parcelas en forma de zig-zag para
obtener muestras de las estructuras de re-
sistencia (esclerocios) del patégeno. Se
analizaron seis aislamientos procedentes
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CUADRO 1. Zonas Arroceras Muestreadas.
__Provincias | Distrito ~ Corregimiento N’ de muestras
Chiriqui | Alanje Guarumal 1
! Divala 1
Veraguas | Sona Guarumal | i
Cocle Penonomé Coclé 1
Anton Chird ] T
Panama | Chepo El Llano 1

de Veraguas, Chiriqui, Coclé y Panama,
que se compararon con aislamientos pro-
cedentes de Colombia, area del Tolima,
denominadas Tolima Cica-4, Esparcidor
1y Esparcidor 2. Estas muestras fueron
suministradas por el Dr. F. Correa del
CIAT, Palmira, Colombia.

Se trabajaron cuatro réplicas de ais-
lamientos por zonas de produccion en dos
geles. En el laboratorio se obtuvieron
cultivos puros, a partir de las muestras
de esclerocios, colectadas en los tallos
de las plantas en estadio de primordio flo-
ral, éstas se desinfectaron superficial-
mente con hipoclorito de sodio, se sem-
braron en medio de papa dextrosa agar
(PDA) y se incubaron por cinco dias, en
oscuridad y a temperatura ambiente. Por-
ciones de crecimiento micelial se colo-
caron en caldo de papa dextrosa y se in-
cubaron sin agitacion a temperatura am-
biente durante siete dias en la oscuridad.

Preparacion de la muestra y
extraccion de proteina

La masa de micelio se colectd por
filtracion al vacio, a través de papel filtro
(Whatman N°1) y se molid en nitrogeno
liquido hasta obtener un polvo fino.

El polvo de hongo congelado (1.5
ml) se mezclé con 500 ml de buffer de
extraccion a 4°C. Los extractos de pro-
teina se almacenaron a -80°C hasta que
se usaron en electroforesis. La manipula-
cion de enzimas se hizo a 4°C. Se hicie-
ron dos corridas electroforéticas para cada
aislamiento.

Después de completar las corridas,
los geles se sometieron a tincion con los
protocolos selectivos para cada una de las
cinco isoenzimas estudiadas.

En este trabajo se analizaron las
isoenzimas monomorficas o0 menos po-
limorficas tales como: alfa esterasa
(. EST), fumarasa (FUM), hexokinasa
(HK), leucina aminopeptidasa (LAP) y
mannosa-6-fosfato isomerasa (M6P1) me-
diante electroforesis discontinua a 4°C
(SBE) usando las soluciones tampén,
Tris-citrato/lithium-borato (pH 8.3) e
histidine-citrato (pH 8.0) (Davis, 1964).

Preparacién del Gel de Almidon

Los geles de almidén fueron hechos
en concentracion de 16% peso/volumen
de almidon en buffer (1:9 lithium borato/
tris-citrato) del gel. El gel se prepard usan-
do una concentracion de 16% peso/volu-
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men. Esto es de 36.80 g de almidon
disueltos en 230 ml del buffer del gel.
Una vez enfriado el gel se cubrid con
papel plastico (“plastic wrap") para evitar
su deshidratacion.

Electroforesis

Se coloco el gel en la caja para bu-
ffer, se cubrid con “plastic wrap" y sobre
éste se colocd una bandeja con hielo pi-
cado, se conectaron los electrodos a la
fuente de poder y se interrumpio la co-
rriente eléctrica cuando el indicador al-
canzo el final del gel.

Se uso6 un voltaje constante de 3.8
vicm, es decir, 172 voltios y 23 mili-
amperios.

Cargado de geles

La inoculacion de extractos de pro-
teina en geles horizontales se realizé uti-
lizando piezas rectangulares de papel
filtro Whatman N° 3, de 2-4 mm de an-
cho, embebidas con el extracto de pro-
teinas. Antes de cargar, se verifico que
los pozos para buffer de corrida estaban
llenos y etiquetados.

Protocolos de Tincion

La deteccion de las isoenzimas en
los geles se realizé mediante el empleo
de protocolos selectivos publicados por
Brewer y col. (1970).

La hexokinasa (Murphy y col., modifi-
cada por Shaw y Prasad 1990); Leucina
aminopeptidasa (Beckman y Johnson,
1964, citado por Brewer y col., 18970);
Fumarasa (Brewer y Sing, 1970); Alfa
Esterasa (Brewer y Sing, 1970); Mannosa-
6-fosfato isomerasa (Brewer y col., 1967).

Variable evaluada: Para laestimacion de
los coeficientes RF se dividio la distancia
recorrida de cada nucleo de banda desde
el origen hasta su centro, entre la distancia
recorrida por el indicador.

Analisis de datos: Se realizd una com-
paracion de patrones de bandas (patron
RFS) entre las muestras y se considera-
ron similares las muestras con patrones
iguales o que compartieran 80% de simili-
tud.

RESULTADOS

El analisis de cinco isoenzimas se-
leccionadas para caracterizar los aisla-
mientos de Rhizoctonia colectados en las
zonas arroceras de las provincias de
Chirigui, Veraguas, Coclé, Panamay Co-
lombia, permitié detectar la presencia de
una sola banda (monoémera) en los elec-
troforegramas o zimogramas. Todas las
isoenzimas analizadas mostraron bandas
definidas y con posiciones relativas en los
geles.

Alfa Esterasa (aEst)

En los geles para esta isoenzima se
detectaron bandas monomeras, es decir,
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una sola banda para cada aislamiento. El
zimograma de esta isoenzima se regis-
trd en ambos geles con un coeficiente RF
de 0.48 y 0.53 para los aislamientos de
Chiriqui, Veraguas, Panamay Tolima y
Esparcidor 2 y coeficiente RF de 0.38 y
0.42 para los aislamientos de Coclé y
Esparcidor 1 (Cuadro 2, Figura 1).

Leucin Amino Peptidasa (LAP)

Las bandas obtenidas en ambos
geles para esta isoenzima fueron
monomeras. Sin embargo, las bandas
se detectaron ligeramente esparcidas
para todos los aislamientos. El zimogra-
ma de los aislamientos de Chiriqui,
Veraguas, Coclé y Tolima en ambos
geles fue similar con un coeficiente RF =
0.18, para los aislamientos de Panama y
Esparcidor 1, con un coeficiente RF de
0.22 y para el aislamiento Esparcidor 2,
el coeficiente RF 0.27 (Cuadro 2, Figu-
ra2).

Manosa-6-fosfatoisomerasa (M6P1)

Las bandas detectadas en los geles
para esta isoenzima fueron monomeras
y ligeramente esparcidas en su recorrido
para todos los aislamientos.

El zimograma de todos los aisla-
mientos mostré un coeficiente RF de
0.28 y 0.30 en ambos geles (Cuadro 2,
Figura 3).

Hexokinasa (HK)

El recorrido de esta isoenzima en los
geles mostro la presencia de bandas
monomeras ligeramente esparcidas. El
zimograma presentd un coeficiente RF=
0.24 para todos los aislamientos (Cuadro
2, Figura 4).

Fumarasa (FUM)

En ambos geles se observaron ban-
das monomeras ligeramente esparcidas
en su recorrido. El zimograma de todos
los aislamientos mostrd un coeficiente de
RF 0.28 y 0.27 en ambos geles (Cuadro
2, Figura 5).

DISCUSION

El recorrido de las isoenzimas esta
determinado por la masa, forma y carga
de las isoenzimas. La masa de una iso-
enzima es una funcion de la longitud del
polipéptido, expresado por el numero de
residuos de aminoacidos; la forma la de-
termina el tipo de aminoacido y la carga.
el numero de residuos y tipo de amino-
acido (Morphy y col., 1990).

Los zimogramas y coeficientes RF
obtenidos sugieren que la poblacion de
Rhizoctonia que afecla el cultivo del arroz
en Panama es heterogenea, pues se pre-
sentan variaciones en las cadenas poli-
peptidicas de las isoenzimas Leucin
aminopeptidasa y alfa esterasa. Esto Io
sustenta la similitud encontrada en los ais-
lamientos de Chiriquiy Veraguas y el ais-
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CUADRO2. COEFICIENTES RF DE CADA ISOENZIMA EN GELES DE ALMIDON.
Aislamiento | Esterasa LAP M6PI HK FM
Chiriqui 0.48 0.18 0.28 0.24 0.28
Veraguas 0.48 0.18 0.28 0.24 0.28
Coclé 0.38 0.18 0.28 0.24 0.28
Panama 0.48 0.22 0.28 0.24 0.28
Tolima 0.38 0.18 0.28 0.24 0.28
Esparcidor 1 0.48 0.22 0.28 0.24 0.28
Esparcidor 2 0.40 0.27 0.28 0.24 0.28

lamiento de referencia Esparcidor 2, en
el recorrido de cuatro isoenzimas, excep-
to en Leucin aminopeptidasa; entre los
aislamientos de Coclé y el aislamiento de
referencia de Tolima, en cuatro
isoenzimas, con excepcion de la alfa
esterasa y entre los aislamientos de Pa-
nama y el de referencia Esparcidor 1 en
cuatro isoenzimas con la excepcion de
Leucin aminopeptidosa.

También podemos establecer que
las variaciones detectadas en el pais
también estan presentes en la poblacion
de Rhizoctonia de Colombia, de donde
proceden los aislamientos de referencia.
Esta similitud quizas responda al continuo
intercambio de germoplasma entre am-
bos paises.

Las variaciones en la poblacion de
Rhizoctonia ha sido reportada por
Bannizas y col. (1998), quienes emplean-
do técnicas moleculares como RFLP re-

portaron que |la mayoria de los aislamien-
tos de Rhizoctonia obtenidos del suelo pro-
ducen patrones de RFLP diferen-tes a
los obtenidos en plantas de arroz. También
reportaron gran diversidad en los caracte-
res morfolégicos, siendo mayor en los ais-
lamientos logrados a partir de plantas, que
en los de suelo.

Finalmente, como los aislamientos de
referencia taxonomicamente se habian re-
portado como Rhizoctonia solani pode-
mos asegurar que los aislamientos de Pa-
nama pertenecen a la especie Rhizoctonia
solani.

CONCLUSIONES

¥ Los zimogramas y coeficientes RF
obtenidos establecen que los aisla-
mientos de Chiriqui y Veraguas son
iguales al aislamiento de referencia
Esparcidor 2 para cuatro isoenzimas
excepto para Leucin amino-peptidasa.
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Los zimogramas y coeficientes RF
de los aislamientos procedentes de
Coclé son iguales al aislamiento
de referencia Tolima en cuatro iso-
enzimas, excepto para alfaeste-
rasa.

Los zimogramas y coeficientes RF
obtenidos para el aislamiento pro-
cedentes de |la provincia de Pana-
ma son iguales al aislamiento de
referencia Esparcidor 1 en cuatro
isoenzimas excepto para Leucin
aminopeptidasa.

Las variaciones en las cadenas poli-
peptidicas de las isoenzimas Leucin
aminopeptidasa y alfaesterasa in-
dican la existencia de variantes en
la poblacion de Rhizoctonia.

La igualdad en los zimogramas y
coeficientes RF existentes entre los
aislamientos de Panama y de refe-
rencia indican que los aislamientos
colectados en las zonas arroceras
del pais pertenecen a la especie
Rhizoctonia solani.

RECOMENDACIONES

Ensayar la deteccion de otras iso-
enzimas tales como: diaforasas,
betaesterasas, fosfoglucoisomera-
sas, con el propdsito de obtener un
mayor polimorfismo que permita
establecer diferencias entre los ais-
lamientos.

@ Obtener la isoenzima mas polimér-
ficas en geles de almidon y proceder
a ensayar corridas de electroforesis
en geles de acrilamida con gradiente
de concentracion.

& Ensayar la diferenciacion de los ais-
lamientos con técnicas moleculares
como: RFLP Y RAPDS.
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