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Resumen

En la ultima década, los productores de fresa de Llano Grande, Cartago, Costa
Rica, han observado una incidencia de plantas marchitas cercana al 35%. Uno de los
patdgenos que causa esta sintomatologia es Fusarium oxysporum, conocido por
ocasionar hasta 60% de pérdida del cultivo y tener alta distribucion a nivel mundial. A
nivel nacional, las moléculas mas utilizadas por los productores para el control general
de enfermedades son benomyl, carbendazina, folpet, iprodione, metil tiofanato y thiram,
asi como el fungicida compuesto por pyraclostrobina + boscalid, pese a que este y el
benomyl no se encuentren registrados para el cultivo. Debido a esto, surge la necesidad
de determinar la eficacia biolégica de estos fungicidas, para el manejo de Fusarium
oxysporum y comprobar el efecto de los ingredientes activos sobre la inhibicion en el
crecimiento del micelio y la germinacién de conidios, ya que a nivel nacional no hay
estudios publicados. En este estudio se usaron cinco aislamientos del hongo, para cada
uno de ellos, se realizaron dos pruebas (inhibicion en el crecimiento del micelio e
inhibicion en la germinacion de conidios), segun el modo de accion de la molécula. La
eficacia de cada fungicida se evalué en cuatro concentraciones: la dosis minima
comercial (x), la décima parte de la dosis minima comercial (x/10), la quincuagésima parte
de la dosis minima comercial (x/50) y la centésima parte de la dosis minima comercial
(x/100). Los cinco fungicidas evaluados presentaron una inhibicién del crecimiento del
micelio en la dosis minima comercial de un 96.28 % de inhibicion para benomyl, 73.00 %
para folpet, 54.98 % para iprodione, 88.00 % para metil tiofanato y 51.67 % para
pyraclostrobina + boscalid. En el caso del porcentaje de la germinacion de conidios
obtenido en la dosis minima comercial fue de 78.52 % para iprodione, 0.75 % para
pyraclostrobina + boscalid y 0.00 % para thiram, sin embargo, estos dos ultimos no
presentaron diferencias significativas. Se determiné que los fungicidas benomyl, metil
tiofanato y thiram mostraron alta eficacia in vitro sobre F. oxysporum Schiltdl. sensu lato.
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1. Introduccién

En Costa Rica existen 342 fincas dedicadas al cultivo de fresa (Fragaria x
ananassa Duchesne ex Rozier), ubicadas en Llano Grande de Cartago (132 fincas), Poas
y Fraijanes en Alajuela (74 fincas), Los Santos en San José (71 fincas), Varablanca en
Heredia (56 fincas) y Puntarenas (9 fincas) (Sistema Nacional de Investigacion y
Transferencia en Tecnologia Agropecuaria [SNITTA], 2020). El rendimiento nacional
promedio se estima en 50 t ha-1, con un rendimiento por planta que oscila entre 0.8 y

1.2 kg por ciclo (J. Cruz, comunicacién personal, 19 febrero de 2021).

La fresa es un cultivo susceptible al ataque de hongos fitopatdgenos como
Rhizoctonia DC., Fusarium Link., Verticillium Nees., Pythium Nees. y Phythopthora Bary,
asi como las especies Botrytis cinerea Pers., Alternaria alternata (Fr.) Keissl.,
Mycosphaerella fragariae (Tul. & C. Tul.) Lindau, Phoma exigua Desm., Colletotrichum
acutatum J.H. Simmonds, C. fragariae Brooks, y C. gloeosporioides (Penz.) Penz.,
llyonectria destructans (Zinssm.) Rossman, L. Lombard & Crous y Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid. (Weber & Hahn, 2019; Mariscal et al., 2017; Sanchez et al.,
2016; Maas, 2014; Cano, 2013; Koike et al., 2012; Miller et al., 2012; Baino et al., 2011,
Fang et al., 2011).

En la dltima década, productores en Estados Unidos de América (California),
México y Costa Rica, han observado la aparicién de sintomas asociados a marchitez de
plantas de fresa (Zuniga, 2020; Mariscal et al., 2017; Gordon et al., 2016; Koike et al.,
2009). En Costa Rica, como consecuencia de la enfermedad, se estimé para el afio 2020
una reduccion en la cantidad de plantas del 35 % en Llano Grande (M. Zuhiga,
comunicacién personal, 8 febrero de 2021) y entre 10-12 % en la zona de Poas y
Fraijanes (W. Villegas, comunicacion personal, 8 febrero de 2021). Entre el 2014 y 2017,
se recolectaron muestras con sintomas de marchitez en estas zonas y se encontro la

presencia de los hongos F. oxysporum, I. destructans, M. phaseolina, Verticillium dahliae
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Nees., Neopestalotiopsis clavispora (G.F. Atk.) Maharachch., K.D. Hyde & Crous.

(SNITTA, 2020), por lo que, posiblemente varios hongos ocasionan esta sintomatologia.

La marchitez por Fusarium ha ocasionado pérdidas de hasta el 60 % del cultivo de
fresa (Golzar et al., 2007), y el patégeno Fusarium oxysporum Schltdl posee una alta
capacidad de infeccion y distribucion a nivel mundial (Shabani et al., 2014). En el cultivo
de fresa se presenta la forma especial (f. sp.) fragariae descrita en 1962 en Australia
(Winks & Williams, 1965).

Los sintomas de la marchitez por Fusarium en el cultivo de fresa incluyen:
reduccion del crecimiento, marchitez, necrosis en la corona y raices, asi como la eventual
muerte de la planta (Pastrana et al., 2018; Henry et al., 2016; Koike et al., 2015; Fang et
al., 2012).

A nivel mundial, el manejo del patdgeno se realiza principalmente con la aplicacién
de fungicidas (Everts et al., 2014; Amini & Sidovich, 2010). Los grupos quimicos
acilalaninas, benzimidazoles, benzonitrilos, azoles, ditiocarbamatos y estrobirulinas, han
presentado inhibicidbn sobre Fusarium spp., al ser evaluados mediante pruebas de
eficacia in vitro (Pérez et al., 2020; Albuquerque et al., 2018; Cruz et al., 2018; Parra et
al., 2011; Mamza et al., 2010).

Otras alternativas de combate son el uso de biocontroladores (Chen et al., 2020;
de Lamo & Takken, 2020; Luo et al., 2019), compuestos de origen vegetal como aceites
esenciales (Cerna etal., 2019; Park et al., 2017; Terzi et al., 2007) y solarizacién del suelo
o sustrato (Pérez-Hernandez et al., 2017; Bennett, 2012; Matheron & Porchas, 2010).
Asimismo, se han creado variedades de fresa resistentes a F. oxysporum, a través de la
inclusién de genes que aportan resistencia (Pincot et al., 2018; Borrero et al., 2017).

En Costa Rica, para el manejo de enfermedades en el cultivo de fresa se

encuentran registrados 50 productos comerciales (catorce ingredientes activos y una
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mezcla) (Servicio Fitosanitario del Estado [SFE], 2021). Sin embargo, la mayoria de los
productos estan registrados para el manejo de B. cinerea y A. alternata. Los ingredientes
activos benomyl, carbendazina, folpet, iprodione, metil tiofanato y thiram, asi como el
fungicida compuesto por pyraclostrobina + boscalid, son los mas usados por los
productores actualmente (M. Zufiga, comunicacién personal, 7 mayo de 2020); sin
embargo, este ultimo y el benomyl no se encuentran registrados para ser utilizados en el

cultivo de fresa.

Debido a la falta de estudios a nivel nacional, surge la necesidad de determinar la
eficacia biolégica de seis fungicidas, utilizados por los productores en el cultivo de fresa
para el manejo de Fusarium oxysporum, y comprobar el efecto de los ingredientes activos

sobre la inhibicion en el crecimiento del micelio y la germinacién de conidios.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo General
Determinar la eficacia biolégica in vitro de seis fungicidas sobre Fusarium
oxysporum Schltdl. sensu lato, patogeno asociado al cultivo de fresa en Costa Rica.

2.20bjetivos especificos

1. Conocer la eficacia in vitro de cinco fungicidas, sobre el crecimiento micelial de

Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato.

2. Conocer la eficacia in vitro de tres fungicidas sobre la germinacién de conidios de

Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato.

3. Definir el efecto de cuatro dosis para cada fungicida sobre el crecimiento del

micelio y la germinacion de conidios.

17



3. Revision de literatura

3.1 Aspectos generales del cultivo de fresa

Del género Fragaria se han reportado 21 especies (Catalogue of life, 2021). La
fresa comercial (Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier) es un hibrido entre especies
americanas: F. virginiana y F. chiloensis (Hancoock, 1999), el cual domina el mercado
por caracteristicas como su sabor, tamafo y propiedades organolépticas (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia [MAG], 2021). Esta se cultiva alrededor del mundo, desde el
artico a los tropicos (Avitia et al., 2014) y en el 2018 se produjeron 8 337 099 de toneladas
a nivel mundial, con América del Norte y Asia como los mayores productores (Food and
Agriculture Organization of United Nations [FAQO], 2021)

El ciclo de produccién del cultivo comprende aproximadamente 150 dias desde el
trasplante a la cosecha y se divide en tres etapas fenoldgicas: vegetativa, reproductiva y
productiva (Instituto Tecnolégico Superior de Coalcoman [ITSC], 2018; Rodriguez, 2017)
(Figura 1).

Siembra | Crecimiento Floracion Formacion del Primera cosecha
vegetativo fruto
0DDT 120 DDT 140 DDT 145-150 DDT

Figura 1. Ciclo fenolégico del cultivo de fresa. Adaptado de ITSC (2018) y Rodriguez
(2017).

Entre las variedades de fresa existentes, el cultivar Festival es uno de los mas

utilizados a nivel nacional; esta variedad reporta un rendimiento promedio de 50 t ha,
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ya que cada planta produce entre 0.8 y 1.2 kg por ciclo (J. Cruz, comunicacién personal,
19 febrero de 2021). Es una planta vigorosa producto del cruce entre Rosa Linda (aporté
las caracteristicas de alto rendimiento y forma conica del fruto) x Oso Grande (por su
capacidad de producir frutos grandes y firmes) realizado por la Universidad de Florida
(Chandler et al., 2000). Es resistente a Phythophthora cactorum y Botrytis cinerea (MAG
et al., 2017) y susceptible a Colletotrichum acutatum, C. gloeosporioides y Xanthomonas
fragariae (Chandler et al., 2000).

3.2Fusarium oxysporum

El género Fusarium tiene una amplia distribucion en Costa Rica y el mundo (Centre
for Agricultural Bioscience International [CABI], 2021; Granados-Montero et al., 2018) y
es de gran importancia desde el punto de vista agricola y econdmico, debido a que tiene

alta capacidad de ocasionar pérdidas en distintos cultivos (Torres, 2000).

Fusarium cuenta con especies saprofitas y patogénicas (Torres, 2000). Este
presenta dos estados: el estado anamorfo (asexual) y el estado teleomorfo (sexual), pero
es habitual encontrarlo en el primero. En cuanto a formas de reproduccion, se puede
desarrollar una hifa a partir de la germinacién de los macroconidios y microconidios
(Gordon, 2017), o por medio de clamidosporas, estructuras de resistencia que permiten
al patégeno adaptarse y sobrevivir en el suelo por largos periodos en ausencia del
hospedero (Payner et al., 2014) lo que dificulta el manejo. Una vez germinada, la hifa
crece hasta formar un micelio, luego se producen estructuras llamadas conidiéforos o

esporodoquios y, a partir de ellos, se desarrollan nuevos conidios (Ma et al., 2013).

Con respecto a su morfologia, el hongo produce un micelio aéreo blanco que se
torna purpura después de una semana en el medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA
por sus siglas en inglés) (Renteria et al., 2019), forma macroconidios hialinos, con dos o
tres septos, de forma alargada y ligeramente curvada, el tamafio de los conidios varia

entre 16.90 ym — 31.60 ym de largo y 3.89 um — 5.53 um de ancho y el pie basal termina
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en punta. Los microconidios son hialinos, no tienen septos y son de forma ovalada con
longitud entre 8.70 ym — 14.05 pm y 3.30 pm — 5.00 um de ancho, tienen monofialides
cortas y alta presencia de clamidosporas intercalares o terminales (Garcia et al., 2020;
Ashwathi et al., 2017; Suga et al., 2013).

Existen mas de 100 formas especiales conocidas para F. oxysporum, de amplia
distribucién mundial (Gordon, 2017). Por su parte, el Index Fungorum (2021) report6 129
formas especiales de la especie. En el cultivo de fresa se presenta F. oxysporum f. sp.
Fragariae (Fof) descrita por primera vez en 1962 en Australia (Winks & Williams,1965). A
nivel mundial, la marchitez por Fusarium es considerada la principal enfermedad que
afecta al cultivo (Payner et al., 2014). Este patdégeno se desarrolla a una temperatura
entre 25-30°C, un pH entre 3.5-7 y 12 horas de oscuridad (Cruz et al., 2019; Avalos &
Estrada., 2010; Sharma et al., 2005).

F. oxysporum reside en el suelo y provoca una enfermedad vascular porque se
transporta via xilema, ingresa por las raices hacia la corona de la fresa y ocasiona un
bloqueo del sistema vascular de la planta, lo que impide la absorcion de agua y asimilados
y favorece el desarrollo de necrosis (oscurecimiento del tejido vascular y cortical de la
planta). Dentro de los sintomas causados en el cultivo de fresa se presentan: retraso en
el crecimiento, marchitez de la parte aérea que comienza en las hojas viejas y asciende
hacia las hojas nuevas, coloracion de la corona anaranjada o café, necrosis en las raices,
reduccion de la cantidad de frutos, los cuales son factores que producen un colapso y
posterior muerte de la planta (Pastrana et al., 2018; Pastrana et al., 2017; Henry et al.,
2016; Koike et al., 2015; Juber et al., 2014 Fang et al., 2012; Koike et al., 2009).

3.3Modos de accién y resistencia a fungicidas
Los fungicidas son agrupados segun el proceso metabdlico que se inhibe en el

organismo, mas conocido como modo de accién (Yang et al., 2011). Actualmente, existen

doce modos de accion representados por las letras A, B, C, D, E, F, G, H, |, M, U, P.
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Estos se subdividen segun el sitio de accion (lugar en el cual el fungicida ejerce el efecto
sobre el hongo), por ejemplo, B1, C2, C3, G1, entre otros. Asimismo, los sitios de accion
se clasifican de acuerdo al grupo quimico y finalmente se diferencia entre ingredientes

activos (Fungicide Resistance Action Committee [FRAC], 2021).

Los benzimidazoles (B1) son fungicidas sistémicos que interrumpen la
polimerizacién de la B-tubulina e inhiben la mitosis, por ende, interfieren en el crecimiento
del micelio del hongo (Kara et al., 2020). Los azoles (G1), formado por los grupos
quimicos piperazinas, piridinas, pirimidinas, imidazoles, triazoles y triazolintiones,
también inhiben el crecimiento del micelio del hongo (FRAC, 2021). Su modo de accion
es interferir la enzima C-14 demetilasa, requerida para la sintesis de ergosterol, el cual
es un componente de las membranas (Rekanovi¢ et al., 2010; Klix et al., 2007). El grupo
quimico triazol es el mas utilizado en el manejo de Fusarium spp. a nivel mundial
(Cendoya et al., 2020; Hellin et al., 2018; Willyerd et al., 2012).

Las carboxamidas (C2) y estrobirulinas (C3) son fungicidas sistémicos que
interrumpen la cadena respiratoria de la mitocondria, se reduce la sintesis de ATP y se
detiene la produccion de energia, o que causa la muerte del hongo antes de germinar
(FRAC, 2021; Yan et al., 2019; Xia et al., 2017). Por su parte, las dicarboximidas (E3),
son fungicidas con traslocacion translaminar que inhiben el crecimiento y la germinacion
de esporas, ya que afectan los procesos de respiracién y sintesis de proteinas

estructurales (Baibakova et al., 2016; Tanaka & lzumitsu, 2010).

Los ditiocarbamatos son fungicidas protectores de contacto y cuentan con un
modo de accién multisitio (M) (Lovato et al., 2017). Este grupo puede actuar tanto en la
inhibicion del crecimiento del micelio como en la germinacion de esporas, en ese sentido,
thiram, ferbam y ziram afectan el transporte entre membranas y enzimas
deshidrogenasas involucradas en la respiracién, mientras que zineb, maneb, metiram y

mancozeb, influyen directamente en el crecimiento de las células (Dias, 2012). Al igual
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que los ditiocarbamatos, las ftalamidas, tienen un modo de acciéon M y el ingrediente

activo folpet inhibe el crecimiento (Kushwahaa & Kaushik, 2016; Siegel, 1971).

Independientemente del modo de accién, el uso prolongado de fungicidas causa
resistencia del hongo a un ingrediente activo especifico (Carmona & Sautua, 2017), es
decir, existe seleccion de los individuos resistentes de la poblacidn al estar expuestos a
una molécula de manera recurrente, lo que ocasiona la pérdida de eficacia en el control
(Hobbelen et al., 2014). El grupo quimico se clasifica segun los niveles de riesgo a
resistencia como: alto, medio-alto, medio, medio-bajo y bajo (FRAC, 2021). Las especies
de Fusarium tienden a desarrollar rapidamente resistencia a las estrobirulinas, mientras
que tienen mayor sensibilidad a los azoles (Paton et al., 2016; Pasquali et al., 2013;
Butkuté et al., 2008).

Los grupos quimicos con un sitio especifico de accidn se consideran de alto riesgo
a producir resistencia, como es el caso de los benzimidazoles, que producen mutaciones
en el gen de la B-tubulina (Ghosal et al., 2020; Fisher & Dewdnew, 2013) y las
estrobirulinas, que pueden ocasionar mutaciones del gen CYTb e inducir a una
respiracion alternativa (Heick et al., 2017; Koller et al., 2002). Las carboxamidas también
tienen un solo sitio de accién, sin embargo, pueden generar resistencia media-alta, por
lo que no se recomienda su uso individualmente (Hou et al., 2017). Otro grupo con riesgo
medio-alto son las dicarboximidas, ya que, en ensayos de laboratorio, poblaciones de
Botrytis cinerea extraidas de plantas de uva, se volvieron resistentes entre 2 y 10 afos

después de la aplicacion intensiva del producto (Brent & Hollomon, 2007).

Los azoles producen mutaciones en diferentes sitios, alteran la secuencia de
aminoacidos en la proteina codificada por el gen CYP51 y causan sobreexpresion de
transportadores de salida (CaCDR1, CaCDR2 y CaMDR1) o mutaciones en ERG3 que
alteran la via del ergosterol, por lo que fueron clasificados con riesgo de resistencia media

(Wachowska et al., 2018; Parker et al., 2014). Los ditiocarbamatos y ftalamidas muy
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raramente han presentado resistencia, incluso después de muchos afios de uso, por lo

que se clasificaron con riesgo de resistencia baja (FRAC, 2021; Brent & Hollomon, 2007).

3.4Seleccion de dosis en pruebas de eficacia de fungicidas a nivel in vitro

Cuando se realizan pruebas de eficacia de fungicidas in vitro, las dosis utilizadas
generalmente se presentan en partes por millon (ppm) (o su equivalente ug ml), esta
concentracion se calcula con base en el porcentaje del ingrediente activo (i.a.) en el
producto comercial (Karkee & Mandal, 2020). El uso de diferentes concentraciones de un
fungicida para determinar el potencial inhibitorio de una molécula sobre un patdégeno

permite el calculo de la CEso (Concentracion Efectiva Media) (Liang et al., 2014).

Para determinar la CEso, se debe realizar una transformacién logaritmica (base 10)
de los valores de inhibicidn de cada concentracidon de fungicida (Liang et al., 2014) y, por
medio de una regresion lineal, se obtiene la cantidad de partes por millén (ppm) de CEso,
es decir, el punto donde la molécula ejerce una reduccién de crecimiento del 50 % sobre
el organismo (Chen et al., 2013). Otra forma de calcular el valor de CEso es mediante el
uso de una regresion logistica a partir de los datos sin transformar, y con el punto de
inflexion de la curva se obtiene el valor de ppm que produce 50 % de inhibicién del
crecimiento (Ritz et al., 2015). Con el fin de determinar este valor, la literatura reporta la
seleccién de las concentraciones de manera logaritmica (2000, 1000, 100, 10, 1, 0,5, 0,1,
0,01y 0,001 ppm (Alvarez-Medina et al., 2017; Espinoza et al., 2017).

Algunas investigaciones mencionan que a partir del producto comercial se
establecen tres dosis (alta, media y baja). Por ejemplo, Majchrowicz & Poprawski (1993),
establecieron la dosis recomendada para uso en el campo (x), 10 veces la dosis
recomendada (10x) y la décima parte de la dosis recomendada (x/10) para una prueba
de inhibicién en el crecimiento del micelio de hongos entomopatdégenos [Beauveria
bassiana (Bals. -Criv.) Vuill. 1912, Conidiobolus coronatus (Costantin) A. Batko 1964, C.

thromboides Drechsler 1953, Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin 1883,
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Paecilomyces farinosus (Holmsk.) AHS Br. & G. Sm. 1957, P. fumosoroseus (Wize) AHS
Br. & G. Sm. 1957, Scopulariopsis brevicaulis Bainier 1907 y Verticillium lecanii (Zimm.)
Viégas 1939]. En un estudio sobre el manejo de Colletotrichum, Gaviria et al. (2013)
seleccionaron la dosis comercial del producto (x), la mitad de esta (2 x), y la dosis
comercial mas la mitad de la misma (x + 2 x). Adicionalmente, Guillén et al. (2017),
evaluaron siete fungicidas sobre la inhibiciéon de Colletotrichum acutatum en la dosis

recomendada (x), el doble de la dosis (2x) y la mitad de la dosis (2 x).

En una investigacion se probaron las dosis recomendadas (100 %) de seis
fungicidas comerciales para el manejo de Hymenoscyphus pseudoalbidus Queloz,
Grunig, Berndt, T. Kowalski, TN Sieber y Holdenr. 2011; a partir de estas, se realizaron
diluciones del 85, 65, 50, 35, 15, 5, 1, 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 %, ademas de un testigo
sin fungicida (Dal Maso et al., 2014). Esta metodologia también fue utilizada por Marcellin
et al. (2018), al evaluar seis productos sobre el desarrollo de Phytophthora megakarya
Brasier y MJ Griffin 1979, en cinco concentraciones (100, 10, 0.1, 0.01 y 0 % de la dosis

de campo recomendada).

En Fusarium solani (Mart.) Sacc. 1881, se evaluaron ocho fungicidas en
concentraciones de 500, 1000, 2000 y 2500 ppm (Padvi et al., 2018) y para F. oxysporum
f.sp. lentis WL Gordon 1965 utilizaron dosis de 50, 100,150 y 200 ppm (Kumari et al.,
2020). Por otro lado, para determinar la eficacia de fungicidas en el manejo de
Thecaphora frezii Carranza & JC Lindqg. 1962, causante de la pudriciéon carbonosa del
mani, se propusieron doce fungicidas en cinco concentraciones 0.01, 0.10, 1.00, 10.00,

y 100.00 ppm, mas un testigo sin fungicida (Paredes et al., 2021).

De igual manera, se ha establecido la dosis segun la movilidad que tenga el
fungicida (sistémico o de contacto) en la planta (Baibakova et al., 2016). Pruebas de
eficacia sobre F. oxysporum f. sp. Ciceri usaron seis fungicidas sistémicos en
concentraciones de 250, 500 y 1000 ppm y seis fungicidas de contacto a 1000, 1500 y
2000 ppm (Sahane et al., 2021). Para el mismo patégeno, Bashir et al. (2017) utilizaron
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cinco fungicidas sistémicos en concentraciones 50, 100, 200, 400 y 500 ppm y cinco

fungicidas de contacto en concentraciones 50, 100, 250, 500 y 1000 ppm.

3.5 Uso de fungicidas para el combate de Fusarium oxysporum

Alrededor del mundo se han probado moléculas a nivel in vitro para combatir la
marchitez por Fusarium en distintos cultivos (Cuadro 1). En ese sentido, Cho y Moon
(1985) demostraron que el benomyl produjo 100 % de inhibicién en dosis mayores a
1x10% ppm tanto para el crecimiento del micelio como en la germinacion de esporas;
mientras que Rajput et al. (2006), determinaron que la carbendazina y el metil tiofanato
inhibieron el crecimiento del micelio a partir de los 500 ppm y, conforme aumento la dosis
del ingrediente activo (1000 y 1500 ppm), se mostro una reduccion en el diametro de la
colonia. Yossen & Conles (2014), reportaron que, tanto la carbendazina como el metil
tiofanato (1.60 ppm cada uno) y el tiabendazol (4.0 ppm) ocasionaron 99 % de inhibicion

en el crecimiento del micelio.

Pruebas in vitro para determinar la eficacia de fungicidas sobre la inhibicion del
crecimiento de micelio de F. oxysporum, demostraron que las moléculas procloraz y
bromuconazol (ambos G1) produjeron 96 % de inhibicién, seguidos por benomyl y
carbendazina (ambos B1) con un 95 % de inhibicion (Amini & Sidovich, 2010). Con el uso
de tebuconazol (G1), carboxin (C2) + thhiram (M) y carbendazina (B1) + mancozeb (M),
se obtuvo un 100 % de inhibicion del crecimiento del micelio, mientras que con metil

tiofanato y carbendazina (ambos B1) se generd un 89 % de inhibicién (Magar et al., 2020).

A nivel nacional, se ha realizado poca investigacién sobre pruebas de eficacia in
vitro de fungicidas para F. oxysporumy los resultados de la misma se encuentran en tesis
de licenciatura, al evaluar aislamientos procedentes de zonas pifieras, por ejemplo,
Vasquez (2009) menciond que carbendazina, metil tiofanato y spiroxamina presentaron
100 % en la reduccion del crecimiento del micelio, la pyraclostrobina 75 % y el

difenconazol 60 %. Asimismo, Hidalgo (2019) reportd que carbendazina, epoxiconazol y
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propiconazol, inhibieron el 100 % de crecimiento del micelio al usar la dosis comercial.
No se encontraron estudios a nivel nacional relacionados al manejo quimico de F.

oxysporum u otros fitopatégenos asociados al cultivo de fresa.
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Cuadro 1. Especies de Fusarium oxysporum, ingredientes activos, sitio de accion, cultivos hospederos y paises donde

se realizaron pruebas de eficacia de fungicidas a nivel in vitro.

Especie Ingrediente activo Sitio de Cultivo Pais Referencia
accion

F. oxysporum carbendazina B1 Pifa Costa Hidalgo (2019)
epoxiconazol, propiconazol G1 Rica

F. oxysporum carbendazina,tiabendazol, metil tiofanato B1 Orégano Argentina Yossen &
tebuconazol G1 Conles (2014)
mancozeb M

F. oxysporum carbendazina, metil tiofanato B1 Pifa Costa Vasquez (2009)
bitertanol,difenconazol,triadimenol G1 Rica
spiroxamine G2

F. oxysporum carbendazina, metil tiofanato B1 Garbanzo India Magar et al.

f. sp. ciceri carboxin C2 (2020)
azoxystrobina C3
tebuconazol G1
captan, thiram, mancozeb M

F. oxysporum benomyl, metil tiofanato B1 Fresa Korea Cho & Moon

f. sp. fragariae iprodione E3 (1985)
captan M

F. oxysporum benomyl, carbendazina B1 Tomate Iran Amini &

f. sp. lycopersici bromuconazol,azoxystrobina C3 Sidovich (2010)
fludioxonil E2
procloraz, fludioxonil G1

F. oxysporum metil tiofanato B1 Tomate Grecia Malandrakis et

f.sp. radicis- boscalid C2 al. (2018)

lycopersici pyraclostrobina C3
fludioxonil E2
difenconazol, procloraz G1

F. oxysporum carbendazina, metil tiofanato B1 Algodén  Pakistan  Rajput et al.

f. sp. vasinfectum azufre Inorganico (2006)
mancozeb M
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4. Metodologia

4.1 Localizacién y material experimental

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Estacion
Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno y el Laboratorio de Fitopatologia del Centro
de Investigacién en Protecciéon de Cultivos (CIPROC), ambos de la Universidad de Costa
Rica, entre mayo de 2021 y octubre de 2022. Se usaron cinco aislamientos de Fusarium
(codigos F2, F239, F285, F297 y F352), provenientes del proyecto de investigacion 810-
B7-A16 “Analisis sistémico de la muerte de plantas de fresa [Fragaria ananassa (Weston)
Roziersp.] en las principales zonas productoras de Costa Rica y determinacién preliminar
de la patogenicidad de los hongos asociados” (Cuadro 2). Estos aislamientos se
identificaron mediante secuenciaciéon del ITS (imprimadores ITS4 e ITS5) como Fusarium

oxysporum Schltdl. sensu lato y se encontraban almacenados en celulosa a 4 °C.

Cuadro 2. Localidad, provincia, tipo de necrosis y 6rgano de la planta de fresa, donde se

recuperaron aislamientos de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato.

Localidad Provincia Tipo de necrosis Organo Aislamiento
Llano Grande Cartago Ascendente Raiz F2
Llano Grande Cartago Descendente Raiz F239
Llano Grande Cartago Descendente Peciolo F285
Llano Grande Cartago Ascendente Raiz F297

Varablanca Heredia Ascendente Raiz F352
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4.2 Disefo experimental

Se realizd un experimento para determinar la inhibicion en el crecimiento del
micelio y otro experimento para determinar la inhibicion en la germinacién de conidios,
empleando las moléculas mas utilizadas por los productores nacionales para el control
de enfermedades en fresa. Los fungicidas con ingrediente activo benomyl, folpet,
iprodione, metil tiofanato y pyraclostrobina + boscalid, se utilizaron para evaluar la
inhibicion del crecimiento del micelio (Figura 2.A), mientras que iprodione, pyraclostrobina
+ boscalid y thiram, para la inhibicion en la germinacion de conidios (Figura 2.B). Los
fungicidas iprodione y pyraclostrobina + boscalid, afectan tanto el crecimiento del micelio
como la germinacion de conidios (Anexo 1). El ingrediente activo carbendazina se habia
considerado dentro de los productos a utilizar, sin embargo, fue descartado durante el
desarrollo del proyecto, ya que el producto comercial registrado en el pais para el cultivo

de fresa, fue descontinuado.
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Figura 2. Disefo experimental planteado para prueba de eficacia de fungicidas en
concentraciones x/100, x/50, x/10 y x para inhibir A. el crecimiento del micelio y B. la
germinaciéon de conidios de aislamientos de Fusarium oxysporum Schitdl. sensu lato
obtenidos de plantas de fresa. Ademas de un testigo (Te) sin fungicida. Nota: x=dosis
minima comercial.
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En el Cuadro 3 se presenta la distribucion de los 32 tratamientos (20 tratamientos
para la prueba de inhibicion del crecimiento del micelio y 12 tratamientos para la prueba
de inhibicion en la germinacion de conidios). Cada fungicida se aplic6 en cuatro
concentraciones: la dosis minima comercial (x), la décima parte de la dosis minima
comercial (x/10), la quincuagésima parte de la dosis minima comercial (x/50) y la
centésima parte de la dosis minima comercial (x/100), con base en lo propuesto por
Majchrowicz y Poprawski (1993), Dal Maso et al. (2014) y Marcelli et al. (2018). Ademas,
se contd con un testigo sin fungicida. Los tratamientos fueron dispuestos bajo un disefo
irrestricto al azar. Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones. Los fungicidas utilizados se

describen en el anexo I.

Cuadro 3. Descripcion de tratamientos (T) para determinar el porcentaje de inhibicion del
crecimiento del micelio (PICM) y el porcentaje de germinacion de conidios (PGC) de cinco
aislamientos de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato recuperados de plantas de fresa.

Ademas de un testigo (Te) sin fungicida.

Prueba para evaluar el PICM Prueba para evaluar el PGC

pyraclostrobina
+ boscalid

pyraclostrobina

+ boscalid thiram

benomyl folpet iprodione metil tiofanato iprodione

CMT1 CMT5 CMT9 CMT13 CM T17 GC T1 GC TS5 GCT9
CMT2 CMT6 CMT10 CMT14 CMT18 GC T2 GC T6 GC T10
CMT3 CMT7 CMT11 CMT15 CM T19 GC T3 GC T7 GCT11
CMT4 CMT8 CMT12 CMT16 CM T20 GC T4 GC T8 GC T12

Dosis| x/100 x/50 x/10 X

Nota: CM= crecimiento del micelio, GC= germinacién de conidios, T= tratamiento, x/100=
la centésima parte de la dosis minima comercial, x/50= la quincuagésima parte de la dosis
minima comercial, x/10= la décima parte de la dosis minima comercial, x= dosis minima

comercial.
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4.3 Prueba de eficacia de fungicidas para inhibir el crecimiento del micelio de

Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato, patégeno del cultivo de fresa.

4.3.1 Produccion de in6culo de Fusarium oxysporum
Para la produccién del inéculo, se tomé un disco de celulosa (5 mm) con
crecimiento micelial de cada uno de los aislamientos seleccionados. Cada disco se coloco
en un plato Petri con medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) al 25 %. Se incub6 a 25
°C £ 1 °C en la oscuridad, durante 14 dias (Leslie & Summerell, 2006). Luego de este
periodo, se realiz6 el proceso de multiplicacidn, el cual consistio en tomar una porcion del
micelio mas joven (el mas cercano a la punta de las hifas) y colocarlo en un plato Petri

con medio de cultivo PDA. Por cada aislamiento se pusieron a crecer cinco platos.

4.3.2 Cultivo del micelio de Fusarium oxysporum con fungicida

Con el fin de evaluar el efecto de los fungicidas sobre el crecimiento del micelio del
hongo en estudio, se utilizé la metodologia propuesta por Dhingra & Sinclair (1985). Esta
consiste en colocar un disco de 5 mm de diametro de medio de cultivo con el micelio del
patdgeno de 14 dias (obtenidos en la etapa de multiplicacion del punto 4.3.1), en el centro
de un plato Petri con 20 ml de medio PDA, mas la dosis de fungicida y evaluar segun el
tratamiento (Cuadro 4). Todos los tratamientos se incubaron a 25 °C £ 1 °C en la
oscuridad, durante 14 dias (Leslie & Summerell, 2006). La descripcidn de los tratamientos

se encuentra en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Ingrediente activo (i.a.), dosis minima comercial y dilucién segun tratamiento
(ppm) para prueba de inhibicién del crecimiento del micelio.

Dosis aplicada (ppm) de i.a.

i.a. Dosis minima comercial X x/10 x/50  x/100
benomyl 0.2 kg/ 200 L de agua 500 50 10 5
folpet 210 ml/100 L de agua 1.01 0.10 0.02 0.01
iprodione 1.5 L/400 L de agua 1.88 0.19 0.04 0.02
metil tiofanato 0.75 L/400 L de agua 0.94 0.10 0.02 0.01
pyraclostrobina + boscalid 1 g/L de agua 0.38 0.04 0.01 0.004

Nota: x/100= la centésima parte de la dosis minima comercial, x/50= la quincuagésima parte de
la dosis minima comercial, x/10= la décima parte de la dosis minima comercial, x= dosis minima

comercial.

4.3.3 Evaluacién del crecimiento micelial
La medicidon del crecimiento micelial se realizé en el momento en que el testigo
cubrié el 100 % del plato Petri (aproximadamente 14 dias). Con una regla, se midi6 el
diametro mayor (horizontalmente) y menor (verticalmente) de cada colonia (cm) y se
promediaron los datos para obtener el crecimiento del hongo. Con los datos de
crecimiento obtenidos, se calcul6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento de micelio
(PICM) de acuerdo con la dosis de fungicida utilizado (Albuquerque et al., 2018;

Castellanos et al., 2015), mediante la formula:

prem =T 400
= *
CTe

Donde, CTe= crecimiento del micelio del testigo y CT= crecimiento del micelio del

tratamiento.
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4.4 Prueba de eficacia de fungicidas sobre la inhibicion de la germinacion de

conidios de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato, patégeno del cultivo de fresa.

4.4.1 Produccion de conidios de Fusarium oxysporum
Para la produccion de conidios del hongo, se tomé un disco de celulosa (5 mm)
con crecimiento micelial de cada uno de los aislamientos seleccionados. Cada disco se
colocé en un plato Petri con medio de cultivo Agar-Agua + clavel estéril. Este medio se
utilizé, ya que favorece la producciéon conidios consistentes en tamafo o forma (Leslie &
Summerell, 2006). Los discos se incubaron a 25 °C £ 1 °C en la oscuridad, durante 14

dias.

Después de 14 dias, a cada plato Petri se afnadié 10 ml de agua destilada estéril y
con un asa estéril se raspé suavemente la superficie del medio de cultivo para remover
los conidios presentes y obtener una suspension. Esta se vertiéo en un envase de vidrio
de 50 ml previamente desinfectado, se afiadié una gota de Tween al 80 % y se agité en

un vortex por 10 s.

A partir de este volumen, se ajustd la concentracion promedio de conidios a =
1%10 % conidios ml-' (Do et al., 2019; Argomedo et al., 2015, Alaniz et al., 2011), para ello
se realiz6 el conteo de los conidios presentes con un hematocimetro, el cual consiste en
una lamina de cristal del tamafio de un portaobjetos de mayor grosor, cuenta con ranuras
en forma de H, con canales a cada lado que sostienen un cubreobjetos grueso especial
a una distancia de 0.1 mm por encima de las dos porciones interiores de la H, formando
dos camaras entre ellas y el cubreobjetos. En estos canales se colocd, con ayuda de una
aguja de 2 ml, dos gotas de la suspension conidial, por medio de fuerza capilar la
suspension cubre las dos camaras. Cada camara cuenta con un rayado “Neubauer” de 9
mm? dividido en nueve cuadros principales (CP) de 1 mm por lado. De los nueve cuadros,
se utilizaron las cuatro esquinas y el centro, en cada uno se contd y reporto la cantidad

de conidios presentes.
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Se utilizo el calculo de la concentracién de conidios ml-! descrito por French &
Hebbert, (1982):

Suma de 5 cuadros x 2000 = conidios/ ml

Para calcular el volumen final necesario para llevar la suspension conidial a la

concentracion deseada (1x10° conidios ml") se utilizo la formula:

Conidios obtenidos/ml o ]
x Volumen total original (ml) = Volumen final (ml)

Conidios deseados/ml

4.4.2 Exposicion de los conidios de Fusarium oxysporum a los
fungicidas en estudio.

Con el fin de exponer los conidios del hongo a los fungicidas en estudio, se utilizé
la metodologia propuesta por Do et al. (2019), Park et al. (2017) y Hong et al. (2015), la
cual consiste en mezclar el volumen final (ml) de la suspension de conidios obtenido en
el punto 4.4.1 y adicionar la cantidad necesaria de fungicida para alcanzar la
concentracion requerida en cada tratamiento. Posteriormente, se tomé una alicuota de
10 ul de la suspension conidial + el fungicida y se deposité en un portaobjetos estéril con
un disco (5 mm) de medio PDA (Masiello et al., 2019). Todos los tratamientos se

incubaron a 25 °C + 1 °C en la oscuridad. Los tratamientos se describen en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Ingrediente activo (i.a.), dosis minima comercial recomendada y diluciéon segun
tratamiento (ppm) para prueba de inhibicion de la germinacion de conidios.

Dosis aplicada (ppm) de i.a.

i.a. Dosis minima comercial X x/10  x/50  x/100
Iprodione 1.5L/400 L de agua 1875.0 1875 37.5 19.0
pyraclostrobina + boscalid 1 g/L de agua 380 38 7.6 3.8
Thiram 2 kg/400 L de agua 4000 400 80 40

Nota: x/100= la centésima parte de la dosis minima comercial, x/50= la quincuagésima parte de
la dosis minima comercial, x/10= la décima parte de la dosis minima comercial, x= dosis minima

comercial.
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4.4.3 Evaluacion de la germinacién de conidios Fusarium oxysporum
Para evaluar la germinacidon de conidios de Fusarium oxysporum, se realizé un
conteo de conidios germinados. Luego de 10 horas de incubacion, se seleccionaron 100
conidios al azar (ajuste del microscopio a 40 X), se conté cuantos de ellos germinaron
(Do et al. 2019; Masiello et al., 2019). Finalmente, se calculd el porcentaje de germinacién

de conidios (PGC) (Nisa et al., 2011), mediante la formula:

Conidios germinadas

PGC = 100

Conidios totales

4.5 Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizd por medio del software R (R Core Team, 2020).
Se promediaron los datos de las mediciones de cada cepa. Se realizé una comparacion
de medias entre fungicidas por cada dosis y una prueba Tukey (p < 0,05) para determinar
diferencias entre tratamientos. Previamente, se analizaron los supuestos de normalidad
mediante prueba Shapiro-Wilk y homogeneidad de varianzas mediante prueba Levene.
Asimismo, para cada fungicida se ajusté un modelo de regresion logistica que incluyera
las cuatro dosis utilizadas para determinar la CEso utilizando el paquete drc (Ritz et al.
2015). La funcién drm del paquete drc utiliza por defecto un modelo logistico de cuatro

parametros (Ritz et al. 2015), que corresponde a la funcion:

d—c

f(x, (b,c,d, 9)) =c+ (1 + exp (b(log(x) —log(e))))

Donde, f representa la funciéon del PICM o PGC, a partir de x=dosis (ppm) de
fungicida, y los parametros b= pendiente, c= 0 %, d=100 % y e= punto de inflexion (CEso).
Se genero una funcion para cada fungicida y se calcul6 la CEso a partir del parametro “e”,

[{PRt)

dados los parametros “c” y “d”. Para algunos casos, fue necesario ajustar el parametro

[{PRt)

c” a valores distintos de 0 para conseguir la convergencia del modelo.
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5. Resultados

En las figuras 3 y 4 se presentan los resultados de la inhibicidn del crecimiento del micelio
(%) de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato, al comparar el promedio de los aislamientos
F2, F239, F285, F297 y F352, cultivados en medio PDA con fungicidas de ingrediente activo
benomyl, metil tiofanato, folpet, iprodione y pyraclostrobina +boscalid, en concentraciones
x/100, x/50, x/10 y x. El fungicida benomyl inhibié mas del 95 % en las cuatro dosis utilizadas
entre las que no se encontraron diferencias significativas. Para el fungicida folpet la dosis
minima comercial inhibi6é el 73 % del crecimiento del micelio y esta fue significativamente
diferente de las otras dosis evaluadas, las cuales mostraron porcentajes de inhibicion
menores al 30 %. En el caso del metil tiofanato se obtuvo una inhibicion mayor al 80 % en
las concentraciones x/50, x/10 y x, mientras que la dosis x/100 fue menor (70 %), sin
embargo, no se presentaron diferencias entre las cuatro dosis. Por su parte, el iprodione,
los porcentajes de inhibicién fueron levemente superiores al 50 % y no se encontraron
diferencias significativas entre dosis. En el caso de la pyraclostrobina + boscalid, la dosis x

inhibiod el 52 % del crecimiento del micelio, en comparacion al 20% de la dosis x/100.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento del micelio (PICM) de cinco aislamientos
de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato (n=100), cultivados in vitro con uno de los
siguientes ingredientes activos: benomyl, folpet, iprodione, metil tiofanato y pyraclostrobina
+ boscalid en concentraciones x/100, x/50, x/10 y x. Las letras diferentes corresponden a
los tratamientos que no presentaron diferencias significativas (Tukey, p < 0.05). Nota: x=

dosis minima comercial.
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Figura 4. Crecimiento del micelio de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum Schitdl.
sensu lato, cultivados in vitro en medio PDA con fungicidas de ingrediente activo benomyl,
folpet, iprodione, metil tiofanato y pyraclostrobina + boscalid; en concentraciones x/100,

x/50, x/10 y x. Ademas de un testigo (Te) sin fungicida. Nota: x= dosis minima comercial.
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Se calculd la Concentracién Efectiva Media (CEso) mediante un modelo logistico para
determinar el potencial inhibitorio de las moléculas benomyl, folpet, iprodione, metil tiofanato
y pyraclostrobina + boscalid (Figuras 5-9) sobre el crecimiento del micelio. En el caso del
benomyl, el PICM fue 100 % en todas las cepas, a excepcion de la F285 (Figura 5.A); lo que
da como resultado una linea recta, la cual no permite ajustar el modelo logistico. Con base
en esto, se calculd la CEso solo para la cepa F285 (Figura 5.B), la cual fue de 0.0000000088

ppm, cantidad de fungicida para obtener el 50% de la inhibicién.

F2 F239 F285 Benomyl F285
)~ Al— G—— g g— o — g —n -
~~e= _ 89
(=1 St ‘ e\° o
. - ©w g
‘ =
F297 F352 O T
100 - REten Sony meis. Eoe <t e v Dosis o o 100— 40
IS Flx (b.0,d,8)) = 40 4= i O
w100 1 + exp(—0.10(log(x) — log(0.05))))
o -
* x50 T T T T
. %10 1 5 10 50 500
X Dosis (ppm)

Dosis
Figura 5. A. Porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio (PICM) de cinco
aislamientos de Fusarium oxysiporum Schlitdl. sensu lato al exponerlo al fungicida con
ingrediente activo benomyl. B. Modelo logistico para el calculo de la dosis (ppm) de fungicida
requerido para inhibir el 50% del crecimiento de micelio del aislamiento F285. Nota: x= dosis

minima comercial.

Con el fungicida folpet se requieren 0.29 ppm para inhibir el 50% del crecimiento del
micelio (Figura 6), y en el caso del iprodione esto sucede a 0.00025 ppm de fungicida (Figura

7).

40



F2 F239 F285

— Folpet
— & i
0 - ﬁj [ L 1000
B | E = — |l = 0 e e
X “'mEmaE E—ﬁ“ﬁ;ﬁ F ="
E- e . e E S I E%—
o F297 Fasz 0 0Bl % O e
o o
== i Dosis o o_,///'i’
=3 X100 ) et
- . - ) __a—'—'_'_'_'_”_—'_
E;:” a_(:‘ —- s w50 - o ! ;
- — i el o 0.01 0.02 010 0.29 1.01
G S F= T . Dosis (ppm)
Dosis

Figura 6. A. Porcentaje de inhibicion del crecimiento del micelio (PICM) de cinco
aislamientos de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato al exponerlo al fungicida con
ingrediente activo folpet. B. Modelo logistico para el calculo de la (ppm) de fungicida

requerido para inhibir el 50% del crecimiento de micelio de los cinco aislamientos. Nota: x=

dosis minima comercial.
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Figura 7. A. Porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio (PICM) de cinco
aislamientos de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato al exponerlo al fungicida con
ingrediente activo iprodione. B. Modelo logistico para el calculo de la dosis (ppm) de
fungicida requerido para inhibir el 50% del crecimiento de micelio de los cinco aislamientos.

Nota: x= dosis minima comercial.
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Por su parte, en el calculo la CEso de metil tiofanato se presentaron dos fenémenos.
Al obtener un 100 % de inhibicidén en el aislamiento F352 (Figura 8.A), esta se extrajo del
modelo logistico. El aislamiento F285, presentdé menor sensibilidad al fungicida, es decir,
requiere de 1.97 ppm de fungicida (Figura 8.B), en comparacion a los aislamientos (F2, F239

y F297) que requieren de 0.00016 ppm de fungicida para obtener el 50% de la inhibicion
(Figura 8.C).
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Figura 8. A. Porcentaje de inhibicion del crecimiento del micelio (PICM) de cinco
aislamientos de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato al exponerlo al fungicida con
ingrediente activo metil tiofanato. B. Modelo logistico para el calculo de la dosis (ppm) de
fungicida requerido para inhibir el 50% del crecimiento de micelio del aislamiento F285. C.
Modelo logistico para el calculo de la dosis (ppm) de fungicida requerido para inhibir el 50%
del crecimiento de micelio de los aislamientos F2, F297 y F352. Nota: x= dosis minima

comercial.
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Para el fungicida compuesto por pyraclostrobina + boscalid, se obtuvo una CEso de
0.186 ppm (Figuras 9.A 'y 9.B). Dentro de este analisis no se tomd en cuenta el aislamiento
F352, ya que present6 un crecimiento del micelio mayor al testigo sin fungicida (Figura 9.C
y 9.D).
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Figura 9. A. Porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio (PICM) de cinco
aislamientos de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato al exponerlo al fungicida con
ingrediente activo pyraclostrobina + boscalid. B. Modelo logistico para el calculo de la dosis
(ppm) de fungicida requerido para inhibir el 50% del crecimiento de micelio de los
aislamientos F2, F239, F285 y F297. C y D. Crecimiento del micelio del aislamiento F352
de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato. Nota: x= dosis minima comercial y Rep.=

repeticion.
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En la figura 10, se presenta la germinacion de conidios (%) de Fusarium oxysporum
Schitdl. sensu lato, por los fungicidas con ingrediente activo iprodione, pyraclostrobina +
boscalid y thiram en concentraciones x/100, x/50, x/10 y x, asi como un testigo sin fungicida.
Los conidios expuestos al fungicida de ingrediente activo iprodione, germinaron
significativamente mas que los conidios con pyraclostrobina + boscalid y thiram. Asimismo,

los tres fungicidas presentaron diferencias significativas con respecto al testigo (sin

fungicida).
100 c
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Figura 10. Porcentaje de germinacién de conidios (PGC) de cinco aislamientos de Fusarium
oxysporum Schltdl. sensu lato (n=100), cultivados in vitro con uno de los siguientes
ingredientes activos: iprodione, pyraclostrobina + boscalid y thiram, en concentraciones
x/100, x/50, x/10 y x. Ademas, un testigo (Te) sin fungicida. Las letras diferentes
corresponden a los tratamientos que no presentaron diferencias significativas (Tukey, p <

0.05). Nota: x= dosis minima comercial.
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Para realizar el calculo de la CEso, se utilizo el porcentaje de germinacién de conidios
(Figuras 11-13). En el caso del iprodione, podemos observar que los aislamientos F2, F239
y F297 no se tomaron en cuenta dentro del analisis porque obtuvieron un 100 % de
germinacion (F2 y F239) o un 0 % de germinacion (F297) (Figura 11.A). A partir del modelo
logistico, se determin6 que se requieren de 16.4 ppm para inhibir el 50% de la germinacién
de conidios del aislamiento F285, en comparaciéon con los 3800 ppm para inhibir la
germinacion de conidios del aislamiento F352. Es importante mencionar que por repeticion
se seleccionaron 100 conidios al azar para F2, F239, F297 y F352 y se contd cuantos de
ellos germinaron, en el caso de F285, solo se pudieron contar 20 conidios por baja
disponibilidad (Figura 11.B).
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Figura 11. A. Porcentaje de germinacion de conidios (PGC) de cinco aislamientos de
Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato al exponerlo al fungicida con ingrediente activo
iprodione. B. Modelo logistico para el calculo de la dosis (ppm) de fungicida requerido para
inhibir el 50% de la germinacién de conidios del aislamiento F285. C. Modelo logistico para
el calculo de la dosis (ppm) de fungicida requerido para inhibir el 50% de la germinacion de

conidios del aislamiento F352. Nota: x= dosis minima comercial.
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En el caso del fungicida compuesto por pyraclostrobina + boscalid, solo se pudo
calcular la CEso para el aislamiento F297, con un valor de 2.27 ppm (Figura 12), mientras
que para el fungicida con ingrediente activo thiram, se requieren 8 ppm para inhibir el 50 %

de la germinacion de conidios del aislamiento F285 (Figura 13).
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Figura 12. A. Porcentaje de germinacion de conidios (PGC) de cinco aislamientos de
Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato al exponerlo al fungicida con ingrediente activo
pyraclostrobina + boscalid. B. Modelo logistico para el calculo de la dosis (ppm) de fungicida
requerido para inhibir el 50% de la germinacién de conidios del aislamiento F297. Nota: x=

dosis minima comercial.
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Figura 13. A. Porcentaje de germinacion de conidios (PGC) de cinco aislamientos de
Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato al exponerlo al fungicida con ingrediente activo
thiram. B. Modelo logistico para el calculo de la dosis (ppm) de fungicida requerido para
inhibir el 50% de la germinacion de conidios del aislamiento F285. Nota: x= dosis minima

comercial.

6. Discusion

Esta investigacion contribuye a llenar el vacio de informacién existente en cuanto a
la eficacia de fungicidas para el manejo de F. oxysporum Schiltdl. sensu lato en la produccion
de fresa en Costa Rica. En particular, se determind que los fungicidas iprodione (para
crecimiento del micelio y germinacién de conidios) y pyraclostrobina + boscalid (para
crecimiento del micelio) presentan baja eficacia in vitro, mientras que los fungicidas
benomyl, metil tiofanato (para crecimiento del micelio) y thiram (para germinacion de

conidios) mostraron alta eficacia.
Todas las moléculas presentaron inhibicidon del crecimiento del micelio de F.

oxysporum a nivel in vitro en las dosis evaluadas (Figura 3). La alta efectividad por parte del

benomyl en las cuatro dosis utilizadas (5, 10, 50 y 500 ppm) para los aislamientos F2, F239,
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F297 y F352 (Figura 5), concuerda con lo descrito por Yadav y Ansari (2017), donde al
evaluar seis fungicidas a nivel in vitro, obtuvieron que las moléculas carbendazina, benomyl,
metil tiofanato y propiconazol presentaron 100 % de inhibicion en el crecimiento micelial de
F. oxysporum en las tres dosis utilizadas (250, 500 y 1000 ppm). Bashir et al. (2017) también
evaluaron la eficacia in vitro de seis fungicidas en tres dosis (300, 500 y 700 ppm) sobre
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, sin embargo, estos autores obtuvieron con el benomyl un
79.8 %, 90.2 % y 93.4 % respectivamente. Rafique et al. (2016) reportan un 90% de
inhibicion del crecimiento de micelio de Fusarium oxysporum f. sp. lentis en prueba in vitro

a una dosis de 100 ppm.

El benomyl se considera un fungicida con un alto riesgo de generar resistencia a nivel
de campo (Fisher et al. 2013), debido a que tiene un unico sitio de accion (Ghosal et al.,
2020). Estudios recientes han demostrado que las especies Fusarium asiaticum (Komura et
al., 2018; Duan et al., 2016) y Fusarium graminearum (Machado et al., 2017; Sevastos et
al., 2017) presentan mutaciones y producen resistencia moderada o alta a los

benzimidazoles, grupo al cual pertenece el benomyl.

Los resultados obtenidos muestran una eficacia del 73 % de inhibicion del
crecimiento del micelio presentada por el folpet en la dosis minima comercial (1.01 ppm)
(Figura 6). Masiello et al. (2019) evaluaron el control de esta molécula a nivel in vitro sobre
diferentes especies de Fusarium y obtuvieron que, en una dosis de 1200 ppm, inhibié un
100 % del crecimiento de F. graminearum, sin embargo, en el caso de F. proliferatum y F.
verticillioides estos presentaron valores de 49 y 82 % respectivamente. El folpet ha sido un
fungicida disponible por mas de 55 anos en el mercado (Gupta, 2018) y estudios demuestran
que aplicaciones repetidas de folpet en campo, producen que la actividad microbiana y
hongos presentes en el suelo tengan la capacidad para degradar la molécula rapidamente
(Martins et al., 2013).

En el presente estudio se observd que el metil tiofanato inhibié en promedio 88 % del

crecimiento del micelio en la dosis minima comercial (0.94 ppm) (Figura 3); segun lo descrito
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por Maitlo et al. (2014), donde probaron la eficacia del metil tiofanato a nivel in vitro en dosis
de 1 - 10 000 ppm para el control de F. oxysporum f. sp. ciceris (Foc) en garbanzo, con
eficacia del 66.37 % en concentracion de 1 ppm y 90.25 % en concentracion de 10 ppm, por
tanto, con una concentracion similar (~ 1 ppm) se inhibié mas el crecimiento de micelio en
el presente estudio que lo descrito por los autores. Masiello et al. (2019), al evaluar el metil
tiofanato a nivel in vitro en concentraciones de 15, 150 y 1500 ppm obtuvieron un 84 % de

inhibicion del crecimiento del micelio de varias especies de Fusarium en la dosis de 15 ppm.

Rekanovi¢ et al. (2010), calcularon la CEso del metil tiofanato al evaluar varias dosis
(12.5, 25,50, 100 y 200 ppm), y transformar los datos de inhibicién de crecimiento del micelio
de F. graminearum en probits para obtener una regresién logaritmica. Como resultado se
obtuvo que los aislamientos utilizados CEso entre 12.1 y 64.03 ppm. Estos valores, no
coinciden con lo obtenido en la presente investigacion, ya que se requiri6 de menor
concentracion para inhibir el 50% del crecimiento de micelio (Figura 8) (1.97 ppm para el
aislamiento F285 y 0.00016 ppm para los aislamientos F2, F239 y F297). Esto posiblemente
se debe a que F. oxysporum, aislado de plantas de fresa y en las zonas donde se genero el
estudio, no ha generado resistencia a esta molécula, como en otras partes del mundo o la

respuesta al fungicida varia segun la especie evaluada.

Pese a que se ha reportado la efectividad del ingrediente activo metil tiofanato en la
reduccion de la marchitez por Fusarium, causada por F. oxysporum f. sp. niveum en sandia
(Everts et al., 2014), Petkar et al. (2017) demostraron que esta especie genero resistencia
a la molécula, ya que se produjo una mutacién en el gen de la B-tubulina, especificamente,

al sustituir la fenilalanina por tirosina.

En el caso del porcentaje de germinacién de conidios, al promediar cinco cepas de
F. oxysporum Schltdl. sensu lato, se obtuvo en la dosis minima comercial un 78.52 % de
germinacién con iprodione, 0.75 % con pyraclostrobina + boscalid y 0 % con thiram, sin
embargo, estos dos ultimos no presentaron diferencias significativas entre ellos (Figura 10).

El thiram es un fungicida utilizado a nivel mundial como tratamiento preventivo para
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Fusarium en semillas (Nathawat & Kumari, 2022; Dukare & Paul, 2021; Jamil & Ashraf, 2020;
Koch et al., 2020).

Este ingrediente activo, afecta el transporte entre membranas y enzimas
deshidrogenasas involucradas en la respiracion, por lo que estan asociados a la inhibicion
de la germinacion de esporas (Dias, 2012). Sin embargo, la mayoria de los estudios evalua
al thiram como PICM, tal es el caso de Tang et al. (2022), donde evaluaron la eficacia in
vitro del thiram en concentraciones de 15, 30, 150, 300 y 500 ppm sobre F. avenaceum, los
autores encontraron que se requieren de 136.49 ppm para inhibir el 50% del crecimiento del
micelio del hongo. Este valor es superior al obtenido en el presente estudio, ya que la CEso
para el aislamiento F285 fue de 8 ppm (Figura 13); sin embargo, en esta investigacion se
evalu6 la germinacién de conidios y no el crecimiento del micelio, por tanto, el resultado

obtenido por Tang et al. (2022) no es comparable.

Existen fungicidas que cuentan con ambos modos de accion, es decir, inhiben el
crecimiento del micelio y la germinacion de conidios, ya que afectan los procesos de
respiracion y sintesis de proteinas estructurales (Baibakova et al., 2016; Tanaka & Izumitsu,
2010). Tal es el caso del ingrediente activo iprodione y la molécula compuesta por
pyraclostrobina (inhibidor externo de quinona (Qols)) + boscalid (inhibidor del succinato
deshidrogenasa (SDHIs)). En el caso de la iprodione, Shi et al. (2021) evaluaron la
sensibilidad in vitro sobre el hongo F. graminearum en concentraciones de 0.2, 4, 8, 16, y
32 ppm, y se determind que la CEso requerida es de 7.807+ 0.507 ppm, muy superior a lo

obtenido, en esta investigacion se determiné una CEso de 0.00025 ppm (Figura 7).

En la presente investigacion, el PICM de Fusarium oxysporum Schltdl. sensu lato
expuesto a de la pyraclostrobina + boscalid fue de 52 % en la dosis minima comercial (Figura
3) mientras que el PGC fue de 0.75 % (Figura 10). Un estudio para evaluar la eficacia in
vitro, realizado en Egipto, con el mismo producto comercial sobre Alternaria alternata,
Cladosporium cladosporioides, Fusarium semitectum y Penicillium spp. en concentraciones

de 100, 200 y 400 ppm dié como resultado que en la dosis de 100 ppm se inhibe el 51 %
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del crecimiento del micelio de F. semitectum (Youssef & Ruffo, 2020). En la presente
investigacion, se requirié de una concentracion menor para inhibir el 50 % del crecimiento
del micelio (CEso 0.186 ppm) (Figura 9).

En la Figura 11. B, se obtuvo que la pendiente va en direccion contraria, ya que la
dosis mas baja (x/100) tuvo menor germinacién de conidios que las demas dosis. Esto pudo
ocurrir por un error metodolégico al no ajustar correctamente la concentracion de conidios
en la suspension de esporas. El PGC se calcula a partir de un conteo, al evaluar solo 20
conidios por repeticidn, el numero de observaciones se reduce y el porcentaje incrementa,
es decir, en 100 conidios, cada conidio representa un 1 %, mientras que, en 20 conidios,

cada conidio equivale a 5 %.

Existen estudios de eficacia donde se evaluaron los ingredientes activos
pyraclostrobina y boscalid estudiados de manera individual. Al evaluar el boscalid en
concentraciones 5, 50 y 500 ppm, se obtuvo una inhibicion promedio del 7 % del crecimiento
del micelio de F. graminearum, F. proliferatum y F. verticillioides en la dosis mas alta,
asimismo, la molécula inhibié el 100% de la germinacion de conidios de las tres especies
en la concentracion mas alta (Masiello et al., 2019). Esto coincide con lo observado en la
Figura 12, donde cuatro de cinco aislamientos presentaron inhibicion completa en la
germinacion de conidios. En otro estudio se determind que, para la pyraclostrobina, la CEso
fue de 0.017 a 0.26 ppm, mientras que para el boscalid la CEso fue de 127.59y 192.43 ppm

para inhibir el 50 % del crecimiento del micelio (Kang et al., 2022).

Los productos comerciales IPPON ® 50 SC y BELLIS ® 38 WG, utilizados en la
presente investigacion y con ingrediente activo iprodione y pyraclostrobina + boscalid
respectivamente, no estan registrados para el manejo de la marchitez por Fusarium. En
Costa Rica para el cultivo de fresa, IPPON se registro para el control de Alternaria 'y Botrytis,
mientras que BELLIS esta registrado para control de Botrytis (SFE, 2021). Los resultados
obtenidos en el presente estudio refuerzan lo anterior, ya que mostraron que estos

fungicidas tienen baja eficacia para el control de Fusarium oxysporum en fresa.
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Las variaciones en el PICM que pueden presentar Fusarium a nivel in vitro no solo
dependen de la concentracion del fungicida, sino también, del aislamiento y la especie
evaluada (Masiello et al., 2019). Ademas, en ensayos de campo, la agresividad del
aislamiento inoculado, la severidad de los sintomas y la eficacia del fungicida, pueden verse
influenciados por las condiciones climaticas (Yerkovich et al., 2020). Las mutaciones,
recombinaciones genéticas o la seleccién natural, también pueden contribuir en esta

diferencia en la sensibilidad del patogeno (Sakr, 2018).

El aislamiento F285, presentd una menor sensibilidad a algunos de los fungicidas
evaluados comparado a los otros cuatros aislamientos, es decir, para inhibir el crecimiento
del micelio, este aislamiento requiere de una mayor concentracion de ingrediente activo
(Figuras 5.B, 8.B y 13.B). Amarasinghe et al. (2019) concluyen que si bien no encontraron
diferencias en la severidad de dafos causados por aislamientos de F. graminearum y F.
asiaticum, la composicion de los metabolitos secundarios de un aislamiento desempefia un
papel clave en la determinacion del nivel de sensibilidad de esa cepa ante una sustancia
quimica. No obstante, 20 anos atras, un estudio realizado por Jardine & Leslie (1999) afirma
que existen diferencias en la sensibilidad entre las especies F. fujikuroi (anteriormente F.
moniliforme) y F. thapsinum, y entre aislamientos de la misma especie, al evaluar la
patogenicidad de estas en dos lineas endogamicas de maiz cultivadas en condiciones de
invernadero. Se desconoce la distribucion del aislamiento F285 a nivel nacional o si esta

relacionado con la forma especial fragarie (Fof).

En la figura 9.C, se observa que con las dosis mas bajas (x/100 y x/50) de
pyraclostrobina + boscalid, el crecimiento del micelio del aislamiento F352 es mayor que en
las dosis altas (x/10 y x). Esto coincide con la hormesis, un fenédmeno toxicolégico de
respuesta a dosis, el cual genera estimulo a bajas concentraciones, mientras que conforme
esta aumenta, se produce inhibicién (Agathokleous et al., 2022). Una respuesta similar se
observé al aplicar dosis de carbendazina en concentraciones de 10, 50 y 200 ppm a

aislamientos de B. cinerea cultivados en medio PDA y se concluyé que la maxima
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estimulacion del crecimiento del micelio (9.5 %) ocurrié en la concentracion de 50 ppm
(Cong et al., 2018).

Hu et al. (2020) realizaron una investigacion para probar el efecto hormético de
boscalid (0.0005, 0.001, 0.002, 0.005. 0.01. 0.02, 0.05, 0.1 y 0.2 ppm) sobre cuatros
aislamientos cultivados en medio PDA de Sclerotinia sclerotiorum. En esta obtuvo que en
las dosis de 0.0005, 0.001, 0.002 ppm existié entre 4.8 y 6.4 % de estimulacién en el
crecimiento del micelio, en comparacién a las otras dosis. Otros estudios en Sclerotinia
cultivada en medio PDA, demostraron que el 81 % de los aislamientos expuestos a metil
tiofanato en 11 concentraciones, presentaron entre 2.8 y 19.7 % de estimulacién en las dosis
mas bajas (Pradhan et al., 2018), mientras que al aplicar dimethachlone se produjo una
estimulacién entre 19-3 y 80.6 % (concentraciones de 10 y 50 ppm)y 9.3 y 11 % para el
prochloraz (concentraciones de 0.0003 y 0.002 ppm) (Zhang et al 2019).
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7. Conclusiones

Los cinco fungicidas evaluados provocaron inhibicion del crecimiento del micelio de
F. oxysporum Schltdl. sensu lato en la dosis minima comercial, sin embargo, el benomyl y
el metil tiofanato presentaron mayor inhibicidon. En el caso del porcentaje de inhibicién de la
germinacién de conidios, el thiram fue el fungicida mas eficaz sobre F. oxysporum Schiltdl.

sensu lato.

En esta investigacion, se demuestra que los fungicidas iprodione y pyraclostrobina +

boscalid presentan baja eficacia para el control de F. oxysporum.

Este trabajo evidencio la variabilidad de los aislamientos F. oxysporum utilizados al
ser expuestos a diferentes fungicidas, estos pueden ser mas o menos sensibles a cierto

producto o dosis.

8. Recomendaciones

e Realizar las pruebas de eficacia de fungicidas con mas dosis para ser mas precisos en
el célculo de la CEso.

e Llevar los resultados de los mejores fungicidas (benomyl, metil tiofanato y thiram) para
el manejo de F. oxysporum Schltdl. sensu lato a ensayos de campo.

e |dentificar mediante marcadores moleculares especificos (Henry et al., 2017; Suga et al.,
2013) si los aislamientos utilizados poseen relacion con F. oxysporum f.sp. fragarie (Fof).

e Determinar la sensibilidad a otros fungicidas al aislamiento F285.

e FEvaluar mas aislamientos F. oxysporum obtenidos de plantas de fresa con sintomas, ya

que en la presente investigacion solo fueron utilizados cinco aislamientos.
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9. Financiamiento

Esta investigacion contd con el apoyo de fondos facilitados por la Asociacion de

Profesionales en Enfermedades de las Plantas (APEP).
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Anexo |. Descripcién de los fungicidas a utilizar (modo vy sitio de accion, grupo quimico, ingrediente activo, producto

comercial, dosis en fresa y efecto sobre el hongo) en pruebas de eficacia de fungicidas que inhiben el crecimiento del

micelio (CM) y la germinacion de conidios (GC).

Dosis Efecto en
Modo de accién  Sitio de accién Grupo quimico Ingrediente Nombre del minima el hongo
activo producto comercial en fresa
AFUNGIL® 50 WP 400 g/ 200
benomyl L agua CM
B: Citoesqueleto B1: Ensamblaje
y motor de de la B-tubulina Benzimidazol
proteinas en la mitosis
Tiofanato TIOFANIL® 50 SC 0,7 L/ 400
metil tiofanato L agua CM
E3: transduccion
E: Transduccion de MAP / Dicarboximida iprodiona IPPON ® 50 SC 1,5L/400 CMyGC
de senales Histidina-quinasa L agua
en sefales
osmoticas
C3: Inhibidor
externo de
C: Respiracion quinona (Qo-l) / Estrobirulina/ pyraclostrobina BELLIS ® 38 WG 1g/Lagua CMyGC
C2: Carboxamida + boscalid
Inhibidor de
succinato
deshidrogenasa
FOLPAN® 80 WG 125 g/ 200
M: Actividad - Ftalamida folpet L agua CM
multisitio de THIRAM Granulfo® 2 kg/ 400
contacto Ditiocarbamato thiram 80 WG L agua GC
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