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Abstract

he fungus Rhizoctonia solani causes significant losses in tomato crops due to the lack of resistance genes to

this pathogen. This research aimed to evaluate phenotypic characteristics associated with tolerance

to R. solani during the germination and seedling stages of 90 tomato lines, identify promising genotypes

for breeding programs, and develop strategies for evaluating tolerance at both developmental stages. The

germination test was conducted for 10 days in a germination chamber, under constant darkness for the first

3 days and artificial light for the following 7 days, at 28 + 2 °C and 70 + 5 % relative humidity. The seeds were

inoculated with 2 mL of a suspension containing 336 x 10° mycelial fragments per mL. Twenty four lines with

higher tolerance to R. solani were identified, exhibiting lower disease incidence and higher vigor compared to the

control (a < 0.05). In the seedling stage, the evaluation was conducted over 10 days in a floating raft system, with a

density of 166 plants-m®. Inoculation was performed using the bare-root method for 3 h with the same inoculum

Keywords: suspension. At this stage, 17 tolerant lines were identified, exhibiting greater leaf area and biomass accumulation

fungal disease, genetic  in both shoot and root (a < 0.05). Lines L12, L13, and RF38 showed tolerance to R. solani in both phenological stages

improvement, wilt, and therefore can be incorporated into tomato breeding programs. Furthermore, the tests developed allowed for
damping-off, tomato.  the evaluation of a large number of genotypes and the identification of the most tolerant ones.

Resumen

1 hongo Rhizoctonia solani ocasiona pérdidas importantes en el cultivo de tomate debido a la ausencia de

genes de resistencia a este patégeno. El objetivo de esta investigacién fue evaluar caracteristicas fenotipicas

asociadas con la tolerancia a R. solani durante las etapas de germinacién y pldntula de 90 lineas de tomate,

con el fin de identificar genotipos promisorios para programas de mejoramiento genético, asi como establecer

estrategias para evaluar la tolerancia en ambas etapas del desarrollo. La prueba de germinacién se realizé durante

10 dias en una cdmara de germinacién, bajo oscuridad constante durante los primeros 3 dias y luz artificial

los siguientes 7 dias, a 28 £ 2 °C 'y 70 + 5 % de humedad relativa. Las semillas se inocularon con 2 mL de una

suspension con 336 x 10° fragmentos miceliales por mL. Se identificaron 24 lineas con mayor tolerancia a R. solani,

las cuales presentaron menor incidencia de la enfermedad y mayor vigor en comparacién con el testigo (a < 0.05).

En la etapa de pldntula, la evaluacién se realizé durante 10 dias en un sistema de balsa flotante, con densidad de

Palabras clave: 166 plantas-m®. La inoculacién se efectué por el método de raiz desnuda durante 3 h con la misma suspensién

enfermedad fuingica, de indculo. En esta etapa, se identificaron 17 lineas tolerantes que tuvieron mayor drea foliar y acumulacién de

mejoramiento genético, biomasa en parte aérea y raiz (@ < 0.05). Las lineas L12, 113 y RF38 mostraron tolerancia a R. solani en ambas etapas

marchitez, damping-off, ~ fenoldgicas, por lo que se pueden incorporar en programas de mejoramiento genético de tomate. Asimismo, las
tomate, jitomate.  pruebas desarrolladas permitieron evaluar un alto ntimero de genotipos e identificar los mds tolerantes.
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Introduction

Solanum lycopersicum is a globally important crop. In
2023, the cultivated area reached 5.4 million hectares,
with a production of 192.3 million tons (Food and
Agriculture Organization of the United Nations [FAQ],
2024). The tomato fruit is consumed in various forms
(fresh, cooked, and processed) and is an important
source of vitamins, minerals, and antioxidants (Ali et
al,, 2021); therefore, it is a fundamental component of
culinary culture.

Sustained increase in tomato productivity faces
significant challenges, due to the crop’s constant
exposure to adverse biotic and abiotic factors that cause
significant losses in yield and profitability (Lata et al.,
2024). In response to this situation, intensive farming
systems based on monoculture, high planting densities,
and excessive use of chemical inputs have been
adopted. These practices create microenvironments
with high humidity in the plant canopy, substrate, and
air, which favors the development of diseases (Panno
et al, 2021).

Among the diseases that affect tomatoes, approximately
80 % are caused by phytopathogenic fungi (Peng et
al.,, 2021). Within this group, Rhizoctonia solani Kiihn
(teleomorph Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk)
stands out due to its wide geographical distribution
and its ability to significantly reduce yield in tomatoes
and other horticultural species (Abbas et al.,, 2024).
This pathogen has a great capacity for adaptation and
survives in the soil for prolonged periods in the form
of sclerotia (compact structures of monilioid cells or
undifferentiated hyphae) even in the absence of a host
(Akber & Fang, 2024; Nasimi et al., 2024).

R. solani causes severe damage at different stages of
tomato development. During germination and in
the seedling phase, it induces “damping-off”, which
in pre-emergence manifests as seed rot and reduced
germination, while in post-emergence it causes
seedling collapse (Raihan et al., 2024). In adult plants,
it causes leaf blight and stem and root rot, as well as
necrotic lesions, chlorosis, stunted growth, and, in
severe cases, generalized wilting (Bartz et al., 2010;
Melzer et al., 2016; Pourmahdi & Taheri, 2015). It also
reduces plant growth and development even in the
absence of obvious foliar symptoms, making early
detection difficult (Quiroz-Ojeda et al., 2022).

The genetic variability of R. solani is grouped into
14 anastomosis groups (AG), differentiated by
their biochemical, morphological, and pathogenic
characteristics, as well as by their host specificity
and virulence level (Melzer et al., 2016). This diversity
complicates disease management, as some groups

Introducciéon

Solanum lycopersicum es un cultivo de gran relevancia
mundial. En 2023, la superficie cultivada alcanzé
5.4 millones de hectdreas, con una produccién de
192.3 millones de toneladas (Food and Agriculture
Organization of the United Nations [FAO], 2024).
El fruto de tomate se consume de diversas formas
(fresco, cocinado y procesado) y constituye una fuente
importante de vitaminas, minerales y antioxidantes (Ali
et al., 2021); por ello, es un componente fundamental
de la cultura gastronémica.

El incremento sostenido de la productividad del tomate
enfrenta desafios importantes, debido a la exposicién
constante del cultivo a factores biéticos y abidticos
adversos que ocasionan pérdidas significativas en
el rendimiento y la rentabilidad (Lata et al., 2024).
Ante esta situacién, se han adoptado esquemas
intensivos basados en monocultivo, altas densidades
y uso excesivo de insumos quimicos. Estas practicas
generan microambientes con elevada humedad en
el dosel vegetal, el sustrato y el aire, lo que favorece el
desarrollo de enfermedades (Panno et al., 2021).

Entre las enfermedades que afectan al tomate,
aproximadamente el 80 % son causadas por hongos
fitopatégenos (Peng et al., 2021). Dentro de este grupo,
Rhizoctonia solani Kihn (teleomorfo Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk) destaca por su amplia
distribucién geogrdfica y su capacidad para reducir
significativamente el rendimiento en tomate y otras
especies horticolas (Abbas et al., 2024). Este patogeno
tiene gran capacidad de adaptacién y sobrevive en
el suelo durante periodos prolongados en forma
de esclerocios (estructuras compactas de células
monilioides o hifas indiferenciadas) aun en ausencia de
un hospedante (Akber & Fang, 2024; Nasimi et al., 2024).

R. solani ocasiona dafios severos en distintas etapas
del desarrollo del tomate. Durante la germinacién
y en la fase de pldntula, induce el “damping-off”, que
en preemergencia se manifiesta como pudriciéon de
semillas y reduccién en la germinacién, mientras que en
postemergencia provoca el colapso de pldntulas (Raihan
et al., 2024). En plantas adultas, causa tizén foliar y
pudricién de la base del tallo y la rajz, ademads de lesiones
necroticas, clorosis, retraso en el crecimiento y, en casos
severos, marchitez generalizada (Bartz et al., 2010; Melzer
et al., 2016; Pourmahdi & Taheri, 2015). Asimismo, reduce
el crecimiento y desarrollo vegetal aun en ausencia de
sintomas foliares evidentes, lo que dificulta su deteccién
temprana (Quiroz-Ojeda et al., 2022).

La variabilidad genética de R. solani se agrupa en

14 grupos de anastomosis (AG), diferenciados por sus
caracteristicas bioquimicas, morfolégicas y patogénicas,
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exhibit broad ecological plasticity and the ability to
infect multiple hosts (Melzer et al., 2016). In tomato,
groups AG2, AG3, and AG4 are the most relevant, with
AG3 being the most aggressive and widely distributed
in the main producing regions worldwide (Bartz et al,,
2010; Gondal et al., 2019; Ortega-Acosta et al., 2022;
Pourmahdi & Taheri, 2015).

Management strategies, including cultural practices,
fungicide application, and the use of biological control
agents (such as antagonistic fungi or endophytes
and growth-promoting bacteria with resistance-
inducing capacity), have shown limited efficacy in
the control of R. solani (Datta et al., 2022; Zhao et al.,
2022). Furthermore, its long-term effectiveness is
compromised by the pathogen’s high genetic variability
and adaptability (Melzer et al., 2016). In this context,
genetic improvement is recognized as a sustainable
strategy for agricultural production (Nelson et al,
2018). In particular, the identification of genotypes
with partial resistance or tolerance is important, as it
helps to reduce the severity of the disease throughout
the crop cycle and contributes to yield stability (Peng
et al., 2021).

Therefore, the objective of this research was to
associate phenotypic characteristics of 90 tomato lines
with tolerance to R. solani during the germination and
seedling stages, as well as to identify genotypes with
a higher capacity to maintain their growth under
infection conditions. Furthermore, it was proposed to
develop a short-term, effective, and accurate phenotypic
evaluation strategy that allows the identification of
genotypes tolerant to R. solani and that applies to the
simultaneous analysis of a large number of materials.

Materials and methods
Genotypes evaluated

Ninety homozygous lines (F,, to F;5) developed in the
tomato breeding program of the Chapingo Autonomous
University (UACh) were evaluated. These lines were
generated from segregating populations derived from
crosses between commercial hybrids.

Inoculum preparation

An R solani isolate from the Phytopathogenic Fungi
Bank of the Department of Agricultural Parasitology
of the UACh was used. The strain was reactivated in
PDA medium (200 g of potato, 15 g of dextrose, and
20 g of agar in 1 L of distilled water). Subsequently, it
was purified using the hyphal tip technique for 30 days
and transferred to Petri dishes with PDA for 7 days at
2512 °C.
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asi como por su especificidad de hospedante y nivel de
virulencia (Melzer et al., 2016). Esta diversidad complica
el manejo de la enfermedad, ya que algunos grupos
presentan amplia plasticidad ecoldgica y capacidad de
infectar multiples hospedantes (Melzer et al., 2016).
En tomate, los grupos AG2, AG3 y AG4 son los mds
relevantes, siendo AG3 el mds agresivo y ampliamente
distribuido en las principales regiones productoras a
nivel mundial (Bartz et al., 2010; Gondal et al., 2019;
Ortega-Acosta et al., 2022; Pourmahdi & Taheri, 2015).

Las estrategias de manejo, que incluyen prdcticas
culturales, aplicacién de fungicidas y uso de agentes de
control biolégico (como hongos antagénicos o enddéfitos
y bacterias promotoras del crecimiento con capacidad
inductora de resistencia)) han mostrado eficacia
limitada en el control de R solani (Datta et al., 2022;
Zhao et al,, 2022). Ademds, su efectividad a largo plazo
se ve comprometida por la alta variabilidad genética
del patégeno y su capacidad de adaptacién (Melzer et
al, 2016). En este contexto, el mejoramiento genético
se reconoce como una estrategia sostenible para la
produccién agricola (Nelson et al., 2018). En particular,
la identificacién de genotipos con resistencia parcial o
tolerancia resulta relevante, ya que permite reducir la
severidad de la enfermedad a lo largo del ciclo del cultivo
y contribuir a la estabilidad productiva (Peng et al., 2021).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacién
fue asociar caracteristicas fenotipicas de 90 lineas de
tomate con tolerancia a R solani durante las etapas
de germinacién y plantula, asi como identificar genotipos
con mayor capacidad de mantener su crecimiento
bajo condiciones de infeccién. Asimismo, se propuso
desarrollar una estrategia de evaluacién fenotipica de
corta duracién, efectiva y precisa, que permita identificar
genotipos tolerantes a R. solani y que sea aplicable al
andlisis simultdneo de un gran nimero de materiales.

Materiales y métodos
Genotipos evaluados

Se evaluaron 90 lineas homocigotas (F,, a F;;5) desarrolladas
en el programa de mejoramiento genético de tomate de la
Universidad Auténoma Chapingo (UACh). Estas lineas se
generaron a partir de poblaciones segregantes derivadas
de cruzas entre hibridos comerciales.

Preparacidn del in6culo

Se utiliz6 un aislado de R. solani proveniente del
Banco de Hongos Fitopatégenos del Departamento de
Parasitologia Agricola de la UACh. La cepa se reactivd
en medio PDA (200 g de papa, 15 g de dextrosa, y 20 g
de agar en 1 L de agua destilada). Posteriormente,
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For inoculum preparation, the mycelium was
suspended in sterile water by blending the medium
from 10 Petri dishes with 1 L of water and 5 drops
of Tween 20. This process was repeated until 200 L
of inoculum were obtained for the seedling test and
1 L for the germination test. The concentration of the
suspension used was 336 x 10° mycelial fragments per
ml, determined by hemocytometer count.

Evaluation of the response of tomato
lines to R. solani during germination

The experiment was set up in a germination chamber
(D-7140, Lab-Tech Inc.®) at 28 + 2 °C and 70 + 5 % relative
humidity. The seeds were kept in darkness for the first
3 days, followed by 7 days under artificial light.

The experimental unit (EU) consisted of a 5 cm diameter
Petri dish with filter paper and 25 seeds. A randomized
complete block design with four replicates was
established. In the inoculation treatment, 2 mL of the
R. solani suspension (336 x 10°> mycelial fragments per
ml) were added per EU, while in the control, 2 mL of
distilled water were added. All EUs were irrigated with
0.5 mL of sterile distilled water at 3, 6, and 9 days after
sowing (DAS).

For 10 days, the number of damaged seeds by R. solani
(NDS) and the number of germinated seeds (NGS) were
recorded, from which the germination percentage (GP)
was calculated. The damage rate index (DRI) and Maguire’s
germination rate index (GRI) (1962) were calculated:

n
NDS;
DRI = _
L Ty
i=1
n
NGS;
GRI =
T;

i=1
where NDS; and NGS; correspond to the number of
damaged and germinated seeds between counts i and
i-1, respectively, T;is the number of days after sowing at
count i, and n is the number of counts performed.

The area under the disease progression curve (AUDPC)
was calculated using:

X+ Xy
AUDPC = Z ——
i=1

where X; is the number of damaged seeds in count i,
and X, is the number of damaged seeds in count
i-1. The incidence of the disease (ID) in the seed was
obtained with the formula:

_ Final number of damaged seedlings or seeds

ID = x 100

Number of seeds in the experimental unit

se purificé mediante la técnica de punta de hifa durante
30 dias y se transfirié a cajas Petri con PDA durante
7 diasa25%2 °C.

Para la preparacién del in6culo, el micelio se suspendi6
en agua estéril mediante el licuado del medio de
10 cajas Petri en 1 L de agua y 5 gotas de Tween 20.
Este proceso se realizé hasta obtener 200 L de in6culo
para la prueba en pldntula y 1 L para la prueba en
germinacién. La concentracion de la suspension
empleada fue 336 x 10° fragmentos miceliales por mL,
determinada mediante recuento en hematocitémetro.

Evaluacién de la respuesta de lineas de
tomate a R. solani durante la germinaciéon

El experimento se estableci6 en una cdmara
germinadora (D-7140, Lab-Tech Inc.®)a28 +2°Cy 70
5 % de humedad relativa. Las semillas se mantuvieron
en oscuridad durante los primeros 3 dias, seguidos de
7 dias bajo luz artificial.

La unidad experimental (UE) consisti6 en una caja Petri
de 5 cm de didmetro con papel filtro y 25 semillas. Se
estableci6 un disefio de bloques completos al azar con
cuatro repeticiones. En el tratamiento con inoculacién
se agregaron 2 mL de la suspensién de R. solani (336 x
10° fragmentos miceliales por mL) por UE, mientras
que en el testigo se adicionaron 2 mL de agua destilada.
Todas las UE se regaron con 0.5 mL de agua destilada
estéril a los 3, 6 y 9 dias después de la siembra (DDS).

Durante 10 dias se registraron el niimero de semillas
dafiadas por R. solani (NSD) y el nimero de semillas
germinadas (NSG), a partir de los cuales se calcul6 el
porcentaje de germinacién (PG). Asimismo, se calculd
el indice de velocidad de dafio (IVD) y el indice de
velocidad de germinacion (IVG) de Maguire (1962):

NSD;
IVD =
T;
i=1
n
VG = z NSG;
LT,

donde NSD; y NSG; corresponden al ntimero de semillas
dafiadas y germinadas entre los conteos i e i-1,
respectivamente, T; es el nimero de dias después de
la siembra en el conteo i y n es el ntimero de conteos
realizados.

El drea bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE) se calcul6é mediante:

=X+ Xy
ABCPE =2 =
i=1
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At 10 DAS, a sample of five seedlings from the EU was
obtained to measure radicle length (RAL, cm), plumule
length (PL, cm), and total length (TOL, cm). In addition,
the total dry weight (DW, mg) was recorded using an
analytical balance (Discovery, OHAUS®) after drying
the biomass in an oven (H-48, series 301007, Riossa®) at
55°C for three days.

Evaluation of the response of tomato
lines to R. solani at the seedling stage

The experiment was carried out in a medium-level
technological “full vent” greenhouse, with ventilation
covered with anti-aphid mesh and a 600-gauge plastic
cover with 80 % light transmission, located in the
Experimental Field of the UACh (19° 29’ 23.5” N and
98° 52’ 26.6” W, at 2267 m a. s. L.).

The seeds were sown in 2 x 2 x 2 cm agricultural sponge
(Oasis®, Floral Mexico). At 18 DAS, the seedlings were
transplanted to a floating raft system with polystyrene
boards placed on top of tubs (120 x 240 cm) with a
capacity of 450 L of nutrient solution formulated
according to Cadahia-L6opez (2005) for tomato. The
planting density was 166 plants-m™.

A randomized complete block design was established.
Two replicates were used in the control treatment, while
four replicates were used in the inoculated treatments, to
increase experimental precision in the face of pathogen-
induced variability. Each block corresponded to a vat
with 90 units, each containing five seedlings.

At 23 DAS, the seedlings were removed from the
nutrient solution, and the roots were cut 2 cm below
the sponge. The control seedlings were reintroduced
into the nutrient solution, while the seedlings from
the R. solani treatments were inoculated using the
bare-root method described by Winstead and Kelman
(1952). The seedlings were immersed in a suspension
of R. solani (336 x 10° mycelial fragments per mlL) for
3 h. Subsequently, they were transferred to the nutrient
solution tanks. Ten days after inoculation (DAI), the
final plant height (PH, cm) was evaluated, calculated as
the average of three central seedlings per EU.

Digital images of roots and leaves were obtained with
a reference scale, and root length (RL, cm) and leaf
area (LA, cm’) were estimated using Image] software
(Schneider et al., 2012).

The plant material was placed in paper bags and dried
in a forced-air oven (H-48, series 301007, Riossa®) at
55 °C for 5 days. Subsequently, the accumulated dry
matter of roots (RDW, g) and of the aerial part (ADW, g)
was determined using an analytical balance (Discovery,
OHAUS®).
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donde X; es el nimero de semillas dafadas en el conteo i
y X;; es el ntmero de semillas dafiadas en el conteo
i-1. La incidencia de la enfermedad (IN) en la semilla se
obtuvo con la férmula:

_ Nuamero final de plantulas o semillas danadas

IN 100

" Numero de semillas de la unidad experimental

Alos 10 DDS, se obtuvo una muestra de cinco pldntulas
de la UE para medir la longitud de radicula (LRA, cm),
longitud de plumula (LP, cm) y longitud total (LTO, cm).
Ademads, se registr6 el peso seco total (PS, mg) con una
balanza analitica (Discovery, OHAUS®) después de secar
la biomasa en una estufa (H-48, serie 301007, Riossa®) a
55 °C durante tres dias.

Evaluacién de la respuesta de lineas de
tomate a R. solani en etapa de plantula

El experimento se realiz6 en un invernadero tipo
“full vent” de nivel tecnolégico medio, con ventilacién
cubierta con malla antidfidos y cubierta pldstica de
calibre 600 con 80 % de transmision de luz, ubicado en
el Campo Experimental de la UACh (19° 29’ 23.5” Ny
98° 52’ 26.6” 0,a 2267 m s. n. m.).

Las semillas se sembraron en esponja agricola (Oasis®,
Floral México) de 2 x 2 x 2 cm. A los 18 DDS, las
pldntulas se trasplantaron a un sistema de balsa flotante
con placas de poliestireno colocadas sobre tinas (120 x
240 cm) con capacidad de 450 L de solucién nutritiva
formulada de acuerdo con Cadahia-Lépez (2005) para
tomate. La densidad de cultivo fue de 166 plantas-m™.

Se estableci6é un disefio de bloques completos al azar.
En el tratamiento testigo se utilizaron dos repeticiones,
mientras que en los tratamientos inoculados se emplearon
cuatro repeticiones, con el fin de incrementar la precisién
experimental ante la variabilidad inducida por el
patégeno. Cada bloque correspondi6 a una tina con 90 UE,
las cuales estuvieron conformadas por cinco pldntulas.

A los 23 DDS, las pldntulas se retiraron de la solucién
nutritiva y se cortaron las raices 2 cm por debajo de la
esponja. Las pldntulas del testigo se reintrodujeron en
la solucién nutritiva, mientras que las pldntulas de los
tratamientos con R. solani se inocularon mediante el
meétodo de raiz desnuda descrito por Winstead y Kelman
(1952). Las pldntulas se sumergieron en una suspension
de R solani (336 x 10° fragmentos miceliales por mlL)
durante 3 h. Posteriormente, se reubicaron en las tinas
con solucién nutritiva. Diez dias después de la inoculacién
(DDI), se evalu la altura de planta final (AP, cm), calculada
como el promedio de tres pldntulas centrales por UE.

Se obtuvieron imdgenes digitales de raices y hojas con
una escala de referencia, y se estimaron la longitud
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The height growth rate (G, cm-d"') was estimated from
three measurements (0, 3, and 9 DAI) by fitting an
exponential model for each EU.

Statistical analysis

To reduce genotypic effects, relative indices were
calculated by dividing the value of each variable recorded
for R solani by the average of the corresponding control.
These indices were used to perform cluster analysis
using Gower distances (1967) and Ward’s minimum
variance method. The cutoff height was determined
using Hotelling’s (1951) pseudo-t* and Johnson’s (2000)
pseudo-F statistics. The validity of the groupings
was assessed using linear discriminant analysis and
resubstitution tests. The contribution of the indices to
group formation was verified using the eigenvectors of
the discriminant variables.

Analyses of variance and Tukey’s mean comparisons
(a = 0.05) were performed, considering the identified
groups and the nested genotypes within each group
as sources of variation. Pearson correlations were also
performed for each test and for each set. The analyses
were performed in SAS® Studio using the CLUSTER,
DISCRIM, GLM, and CORR procedures. The same
statistical analyses were performed in both stages
(germination and seedling).

Results and discussion
Morphological characterization of R. solani

In PDA culture, R solani developed brown colonies
(Figure 1A). Hyphae with right-angled lateral branching
were observed, with slight constriction at the base of
the branching and septa close to the point of origin
(Figure 1B). In addition, monilioid cells arranged
in chains with acropetal development and brown
sclerotia with varied shapes were identified. These
characteristics coincide with previous descriptions
(Lakshman et al., 2016), as well as with the taxonomic
criteria proposed by Watanabe (2002) for R. solani Kiihn
(teleomorph: Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk).

In both stages (germination and seedling), new colonies
of R. solani were obtained from 60 randomly selected
samples of inoculated plant material. The resulting
isolates exhibited morphological characteristics identical
to those of the original inoculum, thus confirming
Koch’s postulates.

Response of tomato lines to
R. solani during germination

The observed symptoms corresponded to those
described by Ajayi-Oyetunde and Bradley (2018)
and Taheri et al. (2024) for R. solani in tomato during

de raiz (LR, cm) y el drea foliar (AF, cm®) mediante el
software Image] (Schneider et al., 2012).

El material vegetal se colocé en bolsas de papel y se secd
en una estufa de aire forzado (H-48, serie 301007, Riossa®)
a 55 °C durante 5 dias. Posteriormente, se determing la
materia seca acumulada de raices (PSR, g) y de la parte
aérea (PSA, g) con balanza analitica (Discovery, OHAUS®).

La tasa de crecimiento en altura (C, cm-d”) se estimé a
partir de tres mediciones (0, 3 y 9 DDI), mediante ajuste
a un modelo exponencial para cada UE.

Analisis estadistico

Con el fin de reducir los efectos genotipicos, se
calcularon indices relativos al dividir el valor de cada
variable registrada ante R. solani entre el promedio
del testigo correspondiente. Los indices se usaron
para realizar andlisis de agrupamiento mediante las
distancias de Gower (1967) y el método de minima
varianza de Ward. La altura de corte se determiné con
los estadisticos pseudo-t* de Hotelling (1951) y pseudo-F
(Johnson, 2000). La validez de las agrupaciones se
evalu6 mediante un andlisis discriminante lineal y
pruebas de resustitucion. La contribucién de los indices
en la conformacién de grupos se verificé mediante los
vectores propios de las variables discriminantes.

Se realizaron andlisis de varianza y comparaciones
de medias de Tukey (a = 0.05), donde se consideraron
como fuentes de variacion los grupos identificados y los
genotipos anidados dentro de cada grupo. Asimismo,
se realizaron correlaciones de Pearson en cada prueba
y en cada conjunto. Los andlisis se efectuaron en SAS®
Studio con los procedimientos CLUSTER, DISCRIM, GLM
y CORR. En ambas etapas (germinacién y pldntula) se
realizaron los mismos andlisis estadisticos.

Resultados y discusion
Caracterizacién morfolégica de R. solani

En el cultivo de PDA, R. solani desarroll colonias de color
café (Figura 1A). Se observaron hifas con ramificaciones
laterales en dngulo recto, con ligera constriccién en la
base de la ramificacién y septos cercanos al punto de
origen (Figura 1B). Ademds, se identificaron células
monilioides dispuestas en cadenas con desarrollo
acropétalo y esclerocios de color marrén con
formas variadas. Estas caracteristicas coinciden
con descripciones previas (Lakshman et al., 2016),
asi como con los criterios taxonémicos propuestos
por Watanabe (2002) para R. solani Kiihn (teleomorfo:
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk).

En ambas etapas (germinacién y pldntula), se obtuvieron
nuevas colonias de R. solani a partir de 60 muestras de
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Figure 1. Morphological characterization of Rhizoctonia solani Kiihn and symptoms in tomato (Solanum lycopersicum L.): A) brown
mycelial development in PDA medium, B) pigmented mature hyphae with right-angle branching, basal constriction and
septum adjacent to the junction, observed under an optical microscope (CX31, Olympus Corporation, Japan) with a 40x
objective, C) symptoms in seeds and seedlings during germination after inoculation with R. solani (mycelial growth on the
seed and necrosis at the insertion of the plumule and radicle), and D) roots of seedlings inoculated with R. solani 3 days
after inoculation (DAI), with the presence of mycelium and necrosis, compared to roots of uninoculated control plants.

Figura 1. Caracterizacion morfoldgica de Rhizoctonia solani Kiihn y sintomas en tomate (Solanum lycopersicum L.): A) desarrollo micelial
color café en medio PDA, B) hifas maduras pigmentadas con ramificaciones en dngulo recto, constriccion basal y septo
adyacente a la unién, observadas en microscopio 6ptico (CX31, Olympus Corporation, Japén) con objetivo de 40x%, C) sintomas
en semillas y plantulas durante la germinacién tras la inoculacién con R. solani (crecimiento de micelio sobre la semilla y
necrosis en la inserciéon de la plimula y la radicula), y D) raices de plantulas inoculadas con R. solani a los 3 dias después de
la inoculacién (DDI), con presencia de micelio y necrosis, en comparacién con raices de plantas testigo no inoculadas.

germination. From 4 DAI onwards, mycelial growth
was detected on the seed, softening of the testa, and
necrosis at the insertion of the plumule and radicle, as
well as in their tissues (Figure 1C).

Cluster analysis based on Gower distances and Ward’s
method identified four groups, with a cutoff height
of 0.0486 in semi-partial R?>, determined from the
pseudo-t® and pseudo-F. The groups included 42, 14,
24, and 10 genotypes, demonstrating variability in
the response to infection. Linear discriminant analysis
validated this classification. Two discriminant variables
(DV1 and DV2) explained 95 % of the total variation
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material vegetal inoculado seleccionadas aleatoriamente.
Los aislados obtenidos presentaron caracteristicas
morfolégicas idénticas a las del inéculo original, lo que
permiti6 corroborar los postulados de Koch.

Respuesta de lineas de tomate a
R. solani durante la germinacién

Los sintomas observados correspondieron a los descritos
por Ajayi-Oyetunde y Bradley (2018) y Taheri et al.
(2024) para R. solani en tomate durante la germinacion.
A partir de los 4 DDI, se detect6é crecimiento micelial
sobre la semilla, ablandamiento de la testa y necrosis
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(82 and 13 %, respectively; a < 0.0001), with eigenvalues
of 6.58 and 1.06.

The eigenvectors (Table 1) indicate that DV1 was
positively associated with DRI, ID, and AUDPC, and
negatively associated with PL and TOL. Consequently,
low DV1 values correspond to genotypes more tolerant
to R. solani. DV2 was positively related to GRI and GP.

The representation of DV1 and DV2 (Figure 2) placed
the genotypes with higher tolerance from group 3 in
quadrant II, which showed less damage (lower values
of DRI, ID, and AUDPC) and higher vigor (higher values of
PL and TOL). The genotypes in group 4 showed similar
damage to those in group 3, although with less severity.
Groups 1 and 2 exhibited greater susceptibility.

Analysis of variance, considering groups and nested
genotypes within groups (data not shown) as factors of
variation, confirmed significant differences between
groups (a < 0.01). Coefficients of variation were less
than 30 % in GRI, GP, DRI, and ID, while in AUDPC,
DW, PL, RAL, and TOL, the variation was greater due to
disease-induced stress.

The comparison of group means (Table 2) was
consistent with the characterization performed with
the discriminant analysis. Group 3 showed the greatest

en la insercién de la plimula y la radicula, asi como en
sus tejidos (Figura 1C).

El andlisis de agrupamiento basado en distancias de
Gower y el método de Ward identificé cuatro grupos,
con una altura de corte de 0.0486 en R* semiparcial,
determinada a partir de la pseudo-t* y la pseudo-F. Los
grupos incluyeron 42, 14, 24 y 10 genotipos, lo que
evidencia variabilidad en la respuesta a la infeccién. El
andlisis discriminante lineal validé esta clasificacién.
Dos variables discriminantes (VD1 y VD2) explicaron el
95 % de la variacién total (82 y 13 %, respectivamente;
a < 0.0001), con valores propios de 6.58 y 1.06.

Los vectores propios (Cuadro 1) indican que la VD1 se
asocié positivamente con el IVD, la IN y el ABCPE, y
negativamente con la LP y la LTO. En consecuencia,
valores bajos de VD1 corresponden a genotipos mads
tolerantes a R. solani. La VD2 se relaciond positivamente
con el IVG y el PG.

La representaciéon de VD1 y VD2 (Figura 2) ubicé a
los genotipos con mayor tolerancia del grupo 3 en el
cuadrante II, los cuales presentaron menor dafio (bajos
valores de IVD, IN y ABCPE) y mayor vigor (altos valores
de LP y LTO). Los genotipos del grupo 4 mostraron
dafios similares a los del grupo 3, aunque con menor
vigor. Los grupos 1 y 2 presentan mayor susceptibilidad.

Table 1. Eigenvectors of the discriminant variables (DV1 and DV2) obtained from indices of 90 tomato genotypes (Solanum

lycopersicum L.) inoculated with Rhizoctonia solani during the germination stage.

Cuadro 1. Vectores propios de las variables discriminantes (VD1 y VD2) obtenidas a partir de indices de 90 genotipos de tomate

(Solanum lycopersicum L.) inoculados con Rhizoctonia solani durante la etapa de germinacién.

Eigenvectors/ Discriminant functions /
Vectores propios Funciones de clasificacién
Variable

Dv1/ Dv2/ DvV1/ Dv2/

VD1 VD2 VD1 VD2
Germination rate index (GRI)/ 0.293 0.735 3.111 -0.058
Indice de velocidad de germinacién (IVG)
Germination percentage (GP)/ 0.133 0.846 -3.094 5.073
Porcentaje de germinaciéon (PG)
Damage rate index (DRI)/ 0.920 0.349 -11.952 11.306
Indice de velocidad de dafio (IVD)
Incidence (ID)/ 0.832 0.504 0.280 -0.184
Incidencia (IN)
Area under the disease progression curve (AUDPC)/ 0.961 0.072 0.323 -0.255
Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)
Dry weight (DW)/ -0.497 0.286 0.115 -0.166
Peso seco (PS)
Plumule length (PL)/ -0.789 0.398 -2.126 -2.814
Longitud de pliumula (LP)
Radicle length (RAL)/ -0.486 0.340 -0.834 -2.010
Longitud de radicula (LRA)
Total length (TOL)/ -0.768 0.409 -1.365 7.441

Longitud total (LTO)
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Figure 2. Representation of the discriminant variables of 90 tomato (Solanum lycopersicum L.) genotypes inoculated with
Rhizoctonia solani during the germination stage. DV1: discriminant variable 1, low values indicate genotypes with higher
tolerance, characterized by less disease damage and higher total and plumule length. DV2: discriminant variable 2,
high values correspond to genotypes with higher tolerance, associated with a higher germination percentage and
a higher germination rate index.

Figura 2. Representacion de las variables discriminantes de 90 genotipos de tomate (Solanum lycopersicum L.) inoculados con
Rhizoctonia solani durante la etapa de germinacién. VD1: variable discriminante 1, valores bajos indican genotipos con
mayor tolerancia, caracterizados por menor daiio de la enfermedad y mayor longitud total y de plimula. VD2: variable
discriminante 2, valores altos corresponden a genotipos con mayor tolerancia, asociados con mayor porcentaje de
germinaciéon y mayor indice de velocidad de germinacién.

Table 2. Comparison of means of phenotypic traits of the groups in the germination test of 90 tomato genotypes (Solanum
lycopersicum L.) inoculated with Rhizoctonia solani.

Cuadro 2. Comparacién de medias de caracteres fenotipicos de los grupos en la prueba de germinacién de 90 genotipos de
tomate (Solanum lycopersicum L.) inoculados con Rhizoctonia solani.

Group/ GRI/ GP/ DRI/ ID/ AUDPC/ DW/ PL/ RAL/ TOL/
Grupo VG PG IVD IN ABCPE PS LP LRA LTO
1 0.808 a 0.888 a 2.119b 68.476 b 34.161b 0.449b 0.500 b 0.367 a 0.461b
2 0.739b 0.795b 2.742 a 78.857 a 56.714 a 0.305 ¢ 0.181 ¢ 0.161b 0.174 ¢
3 0.732b 0.874 a 1191 c 42.042 c 14.807 ¢ 0.597 a 0.624 a 0.376 a 0.547 a
4 0.519 ¢ 0.590 ¢ 0.674d 22.700d 9.338d 0.443 b 0.549 ab 0.377 a 0.501 ab
HSD/ 0.065 0.067 0.211 6.275 5.070 0.115 0.083 0.079 0.076
DMSH

GRI: germination rate index; GP: germination percentage; DRI: damage rate index; ID: incidence; AUDPC: area under the disease progress curve; DW: dry weight;
PL: plumule length; RAL: radicle length; TOL: total length. HSD: honestly significant difference. Different letters in each column indicate significant differences
(Tukey, a < 0.05).

IVG: indice de velocidad de germinacién; PG: porcentaje de germinacién; IVD: indice de velocidad de dafio; IN: incidencia; ABCPE: drea bajo la curva del progreso
de la enfermedad; PS: peso seco; LP: longitud de pltimula; LRA: longitud de radicula; LTO: longitud total. DMSH: diferencia minima significativa honesta. Letras
diferentes en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, a < 0.05).
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tolerance to R. solani, exhibiting the greatest vigor
during germination (GP, DW, PL, RAL, and TOL) (a <
0.05) and lower values of DRI, ID, and AUDPC (« < 0.05).
Group 4 showed moderate tolerance, characterized
by good development against R. solani, but lower
germination capacity (GRI and GP). Group 2 was the
most susceptible (¢ < 0.05), while group 1 showed an
intermediate response.

Group 2 showed increases of 174 %, 78 %, and 56 % in
DRI, ID, and AUDPC, respectively, compared to the
control. These values were associated with severe
symptoms, such as tissue rot, seed death, and radicle
and plumule necrosis, consistent with previous reports
in other crops. For example, in soybeans (Glycine max),
R. solani infection reduced radicle length by up to 77 %
(Lamichhane & Aubertot, 2021), similar to the 84 %
observed in this research.

The homogeneity of the response within each group
suggests that the grouped genotypes share similar levels
of tolerance or susceptibility to R. solani (data not shown).

Response of tomato lines to
R. solani during seedling stage

During the seedling stage, no severe aboveground
symptoms such as chlorosis, stem base damage, or
seedling death were observed. However, root necrosis
was detected at 3 DAI (Figure 1D), indicating an initial
phase of infection. This finding is consistent with studies
that report that early physiological changes, such as
reduced transpiration and biomass accumulation,
precede the appearance of visible symptoms (Akber &
Fang, 2024).

The use of a floating raft system allowed direct evaluation
of the root system, which is an advantage over trials in
soil or solid substrate, where root observation is limited.
Furthermore, establishing a control under optimal
conditions allowed for a more accurate attribution of
growth reductions to R. solani infection.

Cluster analysis identified five groups (19, 33, 9, 12,
and 17 genotypes), with a cutoff height of 0.0482 in
semi-partial R2. Discriminant analysis explained 97 %
of the total variation using two discriminant variables
(DV1 and DV2), with eigenvalues of 6.75 and 1.52,
and explained variation of 79 and 18 %, respectively
(¢ < 0.0001). DV1 was positively associated with
RDW, ADW, and LA, while DV2 was associated
with PH and G (Table 3). Consequently, high values
in both discriminant variables indicate higher plant
tolerance to R. solani.

Figure 3 shows the genotypes according to DV1 and
DV2. Group 5, located mainly in quadrant I,

El andlisis de varianza, donde se consideraron como
factores de variaciéon los grupos y los genotipos
anidados dentro de grupo (datos no mostrados),
confirm¢é diferencias significativas entre grupos (a <
0.01). Los coeficientes de variacién fueron menores al
30 % en IVG, PG, IVD y IN, mientras que en ABCPE, PS,
LP, LRA y LTO, la variacién fue mayor debido al estrés
provocado por la enfermedad.

La comparacién de medias de grupos (Cuadro 2) fue
consistente con la caracterizacién realizada con el
andlisis discriminante. El grupo 3 present6 la mayor
tolerancia a R. solani, al mostrar el mayor vigor durante
la germinacién (PG, PS, LP, LRA y LTO) (a < 0.05)
y menores valores de IVD, IN y ABCPE (a < 0.05). El
grupo 4 mostré tolerancia moderada, caracterizada
por buen desarrollo ante R. solani, pero menor
capacidad germinativa (IVG y PG). El grupo 2 fue el mds
susceptible (@ < 0.05), mientras que el grupo 1 present6
una respuesta intermedia.

El grupo 2 registr6é incrementos de 174, 78 y 56 % en
IVD, IN y ABCPE, respectivamente, respecto al testigo.
Estos valores se asociaron con sintomas severos, como
pudricién de tejidos, muerte de semillas, y necrosis en
radicula y pliumula, consistentes con reportes previos
en otros cultivos. Por ejemplo, en soya (Glycine max), la
infeccién por R. solani redujo hasta 77 % la longitud de
radicula (Lamichhane & Aubertot, 2021), similar al 84 %
observado en esta investigacion.

La homogeneidad de la respuesta dentro de cada grupo
sugiere que los genotipos agrupados comparten niveles
similares de tolerancia o susceptibilidad a R. solani
(datos no mostrados).

Respuesta de lineas de tomate a
R. solani en etapa de plantula

En la etapa de pldntula, no se observaron sintomas
aéreos severos como clorosis, dafio en la base del tallo y
muerte de pldntulas. No obstante, a los 3 DDI se detectd
necrosis radicular (Figura 1D), lo que evidencia una fase
inicial de infeccién. Este hallazgo coincide con estudios
que reportan que alteraciones fisiolégicas tempranas,
como la reduccién en la transpiracién y la acumulacién
de biomasa, preceden a la aparicién de sintomas visibles
(Akber & Fang, 2024).

El uso de un sistema de balsa flotante permitié
la evaluacién directa del sistema radical, lo que
constituye una ventaja respecto a ensayos en suelo o
sustrato s6lido, donde la observacién de raices resulta
limitada. Asimismo, el establecimiento de un testigo
en condiciones 6ptimas permitié atribuir con mayor
certeza las reducciones del crecimiento a la infeccién
por R. solani.
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Table 3. Eigenvectors of the discriminant variables (DV1 and DV2) obtained from indices of 90 tomato genotypes (Solanum

lycopersicum L.) inoculated during the seedling stage with Rhizoctonia solani.

Cuadro 3. Vectores propios de las variables discriminantes (VD1 y VD2) obtenidas a partir de indices de 90 genotipos de tomate
(Solanum lycopersicum L.) inoculados durante la etapa de plantula con Rhizoctonia solani.

Eigenvector/ Discriminant functions /
Vectores propios Funciones de clasificacién
Variable
Dv1/ Dv2/ Dv1/ Dv2/
VD1 VD2 VD1 VD2
Plant height (PH)/ -0.053 0.910 -6.173 10.902
Altura de planta (AP)
Root dry weight (RDW)/ 0.770 -0.209 6.148 -4.710
Peso seco de raiz (PSR)
Aerial dry weight (ADW)/ 0.841 0.261 3.190 0.297
Peso seco de parte aérea (PSA)
Leaf area (LA)/ 0.891 0.399 11.090 5.082
Area foliar (AF)
Root length (RL)/ 0.503 0.117 3.657 -0.494
Largo de raiz (LR)
Growth rate (G)/ -0.360 0.808 -3.876 6.372
Tasa de crecimiento (C)
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Figure 3. Representation of the discriminant variables of 90 tomato (Solanum lycopersicum L.) genotypes inoculated with
Rhizoctonia solani during the seedling stage. DV1: discriminant variable 1, high values indicate tolerant genotypes with
higher biomass and leaf area. DV2: discriminant variable 2, high values correspond to tolerant genotypes with higher

height and growth rate.

Figura 3. Representacioén de las variables discriminantes de 90 genotipos de tomate (Solanum lycopersicum L.) inoculados con
Rhizoctonia solani durante la etapa de plantula. VD1: variable discriminante 1, valores altos indican genotipos tolerantes

con mayor biomasa y area foliar. VD2: variable discriminante 2, valores altos corresponden a genotipos tolerantes con

mayor altura y tasa de crecimiento.
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concentrated the most tolerant genotypes, with higher
biomass accumulation (RDW and ADW) and LA. Groups
1 and 3 showed intermediate tolerance, while groups
2 and 4 were the most susceptible.

For the analysis of variance, the groups identified
as factors of variation and the genotypes nested
within groups were considered (data not shown).
This analysis revealed significant differences among
groups (a < 0.05), with coefficients of variation below
25 %. The comparison of means indicated that group
5 showed higher tolerance to R. solani, exhibiting high
values for RDW, ADW, LA, and RL (a < 0.05), as well
as intermediate development of PH and G (Table 4).
Meanwhile, groups 2 and 4, considered susceptible,
showed significant reductions in these variables (a <
0.05), while groups 1 and 3 had intermediate tolerance.

Group 4 showed reductions of 22 % in RDW, 38 % in
ADW, and 48 % in LA, while group 1 reduced PH by 33 %
compared to the control. These decreases are associated
with physiological alterations induced by the pathogen,
such as reduced water and nutrient absorption,
decreased chlorophyll and carbohydrates, as well as
lower enzymatic and photosynthetic activity (Abbas et
al,, 2024; Rafiq et al., 2024; Sharma et al., 2024).

No significant correlations were detected between the
traits evaluated in germination and seedling stages
(data not shown). In germination, correlations greater
than 0.5 (@ < 0.001) occurred between GRI and GP, DRI
with ID and AUDPC, and PL with DW and TOL. In the
seedling test, these correlations were between PH and
G, and ADW with LA and RDW.

Twenty-four tolerant lines were identified during the
germination stage and 17 during the seedling stage

El andlisis de agrupamiento identificé cinco grupos
(19, 33, 9, 12 y 17 genotipos), con una altura de corte
de 0.0482 en R’ semiparcial. El andlisis discriminante
explicé el 97 % de la variacién total mediante dos
variables discriminantes (VD1 y VD2), con valores
propios de 6.75 y 1.52, y variacién explicada de 79 y
18 %, respectivamente (@ < 0.0001). La VD1 se asoci6
positivamente con la PSR, PSA y AF, mientras que la
VD2 se asoci6 con la AP y C (Cuadro 3). En consecuencia,
valores elevados en ambas variables discriminantes
indican mayor tolerancia de la planta a R. solani.

La Figura 3 muestra los genotipos en funcién de VD1 y
VD2. El grupo 5, ubicado principalmente en el cuadrante I,
concentré los genotipos mds tolerantes, con mayor
acumulacién de biomasa (PSR y PSA) y AF. Los grupos
1y 3 mostraron tolerancia intermedia, mientras que los
grupos 2 y 4 fueron los mads susceptibles.

Para el andlisis de varianza, se consideraron los grupos
identificados como factores de variacién y los genotipos
anidados dentro de grupos (datos no mostrados).
Este andlisis evidencié diferencias significativas
entre grupos (a < 0.05), con coeficientes de variacién
inferiores al 25 %. La comparacién de medias indicé
que el grupo 5 presentd mayor tolerancia a R. solani, al
mostrar valores altos de PSR, PSA, AF y LR (a < 0.05), asi
como desarrollo intermedio de AP y C (Cuadro 4). Por
su parte, los grupos 2 y 4, considerados susceptibles,
mostraron reducciones significativas en estas variables
(@ £ 0.05), mientras que los grupos 1 y 3 tuvieron
tolerancia intermedia.

El grupo 4 present6 reducciones de 22 % en PSR, 38 %
en PSA y 48 % en AF, mientras que el grupo 1 redujo
33 % la AP con respecto al testigo. Estas disminuciones
se asocian con alteraciones fisiolégicas inducidas por el

Table 4. Comparison of means of phenotypic traits of the groups in the seedling stage of 90 tomato genotypes (Solanum

lycopersicum L.) inoculated with Rhizoctonia solani.

Cuadro 4. Comparacion de medias de caracteres fenotipicos de los grupos en la etapa de plantula de 90 genotipos de tomate

(Solanum lycopersicum L.) inoculados con Rhizoctonia solani.

Group/ PH/ RDW/ ADW/ LA/ RL/ G/
Grupo AP PSR PSA AF LR C
1 0.674 c 1.103 a 0.810 b 0.730 b 1.076 bc 0.637 b
2 0.693 ¢ 0.953 b 0.662 ¢ 0.594 ¢ 1.080 b 0.685 b
3 0.822 a 0.996 b 0.805b 0.806 ab 1.077 be 0.840 a
4 0.779 ab 0.877 ¢ 0.622 ¢ 0.523 ¢ 0.972 ¢ 0.807 a
5 0.755 b 1.074 a 0.925 a 0.877 a 1.306 a 0.692 b
HSD/ 0.052 0.070 0.095 0.091 0.106 0.063
DMSH

PH: plant height; RDW: root dry weight; ADW: aerial dry weight; LA: leaf area; RL: root length; G: growth rate. HSD: honestly significant difference. Different

letters in each column indicate significant differences (Tukey, @ < 0.05).

AP: altura de planta; PSR: peso seco de raiz; PSA: peso seco aéreo; AF: drea foliar; LR: largo de raiz; C: tasa de crecimiento. DMSH: diferencia minima significativa
honesta. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, a < 0.05).
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Table 5. Classification of advanced tomato lines (Solanum lycopersicum L.) into groups defined by cluster analysis and discriminant

analysis during the germination and seedling stages, under inoculation with Rhizoctonia solani.
Cuadro 5. Clasificacion de lineas avanzadas de tomate (Solanum lycopersicum L.) en grupos definidos por andlisis de conglomerados
y andlisis discriminante durante las etapas de germinacién y plantula, bajo inoculacién con Rhizoctonia solani.

Germination/Germinacién

Group 1: Group 4:
Intermediate Group 2: Susceptible/  Group 3: Tolerant/ Intermediate
tolerance/ Grupo 2: Susceptible Grupo 3: Tolerante tolerance/
Grupo 1: Tolerancia ) ’ Grupo 4: Tolerancia
intermedia intermedia
Group 1: L11-4, L39, 145, 146, 128,143, L5 y L80 L29, 131, L49, L2
Intermediate L56, L65, L69 y L9 L53, L7y L72
tolerance /
Grupo 1:
Tolerancia
intermedia
Group 2: 122, 123, L40, L51, L4-1, L4-3, L50, L3, L37, L47S8, 144, 147B1, L89,
Susceptible / L58, L6, L63, L74, L57, 185y L86 148, L54, Le61, L90y SS5
Grupo 2: L76H, L78, MERM, RF1, RF81y SS2
Susceptible RF46 y RF48
Group 3: L10, L14, L34, L36, L73 y L75
Seedling/ Intermediate L51H, L60 y L64
Plintula tolerance /
Grupo 3:
Tolerancia
intermedia
Group 4: L30, 41, L59, Le68, L27 y L35 L1, L47S2 y L47SIDV L33
Susceptible / RF12, y RF41
Grupo 4:
Susceptible
Group 5: L15, L19, 124, L42, L55y L92D L12,L13 y RF38 L20, L66 y 188
Tolerant/ L52,L71,18,191yL18
Grupo 5:
Tolerante

(Table 5). Lines L12, 113, and RF38 showed tolerance in
both stages, positioning them as promising materials
for genetic improvement programs.

The absence of reports in the literature on major
resistance genes to this disease (Zhao et al.,, 2022)
suggests that the observed tolerance is quantitative
(polygenic) in nature and therefore could be more
durable (Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018; Nelson et
al.,, 2018). This type of resistance is associated with
complex physiological and biochemical mechanisms,
such as the activity of antioxidant and defense
enzymes (e.g., peroxidases, catalases, phenylalanine
ammonia-lyase, and polyphenol oxidase), as well as the
coordinated expression of genes related to the response
to pathogens. This enzymatic activity has been reported
in studies of tomato and maize against Alternaria solani
and R. solani, respectively (Kumar et al., 2023; Nafisa
et al., 2020). In lentil (Lens culinaris Medik) infected
with R. bataticola, genes associated with defense were
identified, including resistance proteins, transcription
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patégeno, como la reduccién en la absorcién de agua y
nutrientes, disminucién de clorofila y carbohidratos, asi
como menor actividad enzimdtica y fotosintética (Abbas
et al., 2024; Rafiq et al.,, 2024; Sharma et al., 2024).

No se detectaron correlaciones significativas entre los
caracteres evaluados en germinacién y pldntula (datos no
mostrados). En germinacion, las correlaciones mayores a
0.5 (¢ < 0.001) ocurrieron entre IVG y PG, IVD con IN y
ABCPE, y LP con PS y LTO. En la prueba en pldntula, estas
correlaciones fueron entre APy C, y PSA con AF y PSR.

Se identificaron 24 lineas tolerantes en germinacién
y 17 en plantula (Cuadro 5). Las lineas L12, L13 y
RF38 mostraron tolerancia en ambas etapas, lo que las
posiciona como materiales promisorios para programas
de mejoramiento genético.

La ausencia de reportes en la literatura sobre genes
mayores de resistencia a esta enfermedad (Zhao
et al., 2022) sugiere que la tolerancia observada es
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factors, kinases, signaling receptors, PR proteins, and
antioxidant enzymes. This reflects that part of the plant
response to Rhizoctonia is multifactorial and polygenic
(Mishra et al., 2022).

From the point of view of genetic improvement, these
results indicate that selection should be oriented
towards horizontal resistance schemes, through
strategies such as recurrent selection or genome-wide
association studies (GWAS) that allow the capture of
polygenic effects.

The developed methodologies allowed for the
evaluation of multiple genotypes in a short period
(10 days), representing a significant advantage in
terms of efficiency and cost reduction. Furthermore,
the results highlight the importance of evaluating
tolerance to R. solani at different developmental stages,
due to the dynamic nature of the plant-pathogen
interaction (Sumalatha et al., 2018; Taheri et al., 2024).

During germination, the most efficient indicators for
discriminating tolerance were DRI, ID, AUDPC, and GP.
In the seedling stage, the most informative variables
were biomass (ADW, RDW), LA, and growth parameters
(PH and G).

Although the seedling trial duration (10 DAI) limited
the appearance of visible symptoms in the aerial
parts of the plant, early assessment of the root system
allowed for timely detection of pathogen effects. This
approach contrasts with previous studies that require
20 to 21 DAI to observe visible symptoms (Errifi et al,,
2019; Gondal et al., 2019), highlighting the efficiency of
the proposed method.

Conclusions

The genetic variability of the 90 advanced tomato lines
against Rhizoctonia solani allowed the genotypes to be
classified into groups with different levels of tolerance.
Lines L12, L13, and RF38, which exhibit tolerance in
germination and seedling stages, can serve as a source
of resistance in tomato breeding programs. Likewise,
the lines that showed tolerance at only one stage
represent valuable resources that can be integrated into
specific selection schemes.

The differentiated tolerance behavior of the genotypes
at different phenological stages shows that the response
to R solani is dependent on plant development,
which underlines the need to carry out evaluations
throughout the plant’s development.

The methodology employed proved to be efficient,
reproducible, and suitable for the simultaneous
evaluation of numerous genotypes over short periods.

de naturaleza cuantitativa (poligénica), por lo que
podria ser mds duradera (Ajayi-Oyetunde & Bradley,
2018; Nelson et al., 2018). Este tipo de resistencia se
asocia con mecanismos fisiolégicos y bioquimicos
complejos, como la actividad de enzimas antioxidantes
y de defensa (por ejemplo, peroxidasas, catalasas,
fenilalanina amonio-liasa y polifenol oxidasa), asi como
con la expresion coordinada de genes relacionados con
la respuesta a patégenos. Dicha actividad enzimadtica
ha sido reportada en estudios de tomate y maiz contra
Alternaria solani y R. solani, respectivamente (Kumar et
al., 2023; Nafisa et al., 2020). En lenteja (Lens culinaris
Medik) infectada con R. bataticola se identificaron
genes asociados con la defensa, incluyendo proteinas
de resistencia, factores de transcripcién, quinasas,
receptores de sefializacién, proteinas PR y enzimas
antioxidantes. Lo anterior refleja que parte de la
respuesta de las plantas a Rhizoctonia es multifactorial
y poligénica (Mishra et al., 2022).

Desde el punto de vista del mejoramiento genético,
estos resultados indican que la seleccién se debe
orientar hacia esquemas de resistencia horizontal,
mediante estrategias como la seleccién recurrente o
estudios de asociacién genémica (GWAS, por sus siglas
en inglés) que permitan capturar efectos poligénicos.

Las metodologias desarrolladas permitieron evaluar
multiples genotipos en un periodo corto (10 dias), lo
que representa una ventaja significativa en términos de
eficiencia y reduccién de costos. Ademds, los resultados
destacan la importancia de evaluar la tolerancia a R
solani en diferentes etapas del desarrollo, debido a la
naturaleza dindmica de la interaccién planta-patégeno
(Sumalatha et al., 2018; Taheri et al., 2024).

En la etapa de germinacién, los indicadores mads
eficientes para discriminar tolerancia fueron IVD, IN,
ABCPE y PG. En pldntula, las variables mds informativas
fueron la biomasa (PSA, PSR), el AF y los pardmetros de
crecimiento (AP y C).

Aunque la duracién del ensayo en pldntula (10 DDI)
limit6 la aparicién de sintomas visibles en la parte
aérea, la evaluacién temprana del sistema radical
permitié detectar efectos del patégeno de manera
oportuna. Este enfoque contrasta con estudios previos
que requieren de 20 a 21 DDI para observar sintomas
visibles (Errifi et al., 2019; Gondal et al., 2019), lo que
resalta la eficiencia del método propuesto.

Conclusiones
La variabilidad genética de las 90 lineas avanzadas de
tomate frente a Rhizoctonia solani permitié clasificar

a los genotipos en grupos con distintos niveles de
tolerancia. Las lineas L12, L13 y RF38, con tolerancia
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Its ability to discriminate tolerance levels is based
on the use of controlled conditions, the inclusion of
reference controls, and the validation of the causal
agent using Koch’s postulates.
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