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Resumen de la tesis que presenta Lenis Sorley Bonilla Pabén como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Andlisis de la virulencia y resistencia a fungicidas de Fusarium oxysporum patégeno de zarzamora
Resumen aprobado por:

Dr. Domingo Martinez Soto
Director de tesis

Meéxico es el principal productor mundial zarzamora y Michoacan el estado que concentra la mayor
parte de la produccién nacional. Sin embargo, la producciéon de zarzamora se ha visto severamente
afectada por la enfermedad conocida como marchitez vascular causada por el hongo Fusarium
oxysporum, la cual ha provocado pérdidas de alrededor de 3000 ha entre el 2011 hasta el 2015, y de
2500 ha en el 2020. El objetivo general de este proyecto fue analizar la virulencia y la resistencia de
Fusarium oxysporum f. sp. mori a fungicidas. Se utilizaron siete aislados procedentes de los municipios
de los Reyes y Periban, muestreados de plantas de zarzamora variedad “Tupy” sintomaticas del estado
de Michoacdn. Asi mismo se incluyeron los aislados de referencia GL 1804 y F3001procedentes de
Estados Unidos. Los aislados Fol, Fo3, Fo7 y GL1804 fueron seleccionados para realizar las pruebas de
virulencia donde se encontrd que el aislado mas virulento fue Fol el cual matd a la mayoria de las
plantas entre 23 y 27 dias. Por otra parte, los aislados Fol y Fo7 mostraron similitud en el grado de
virulencia y el GL1804 fue el aislado menos virulento. No obstante, las diferencias estadisticamente
significativas en virulencia se detectaron Unicamente entre Fol y GL1804. También Se determiné el
porcentaje de tolerancia de estos aislados al confrontarse con 15 diferentes fungicidas (11 quimicos —
dos organicos y dos a base de extractos de plantas), realizandose el crecimiento de cada cepa en cuatro
diferentes tratamientos, 1, medio minimo con fungicida, 2, medio minimo sin sacarosa y con fungicida,
3, medio minimo como control 4, Medio minimo sin sacarosa como control. Se encontré que el
extracto de gobernadora Larrea tridentata fue el fungicida mas efectivo al inhibir al 100% el
crecimiento de todos los aislados estudiados, igualmente los fungicidas extractos vegetales,
carbendazim, tiabendazol, cyprodonil y fludioxonil, dodina y trifumizol resultaron ser eficaces. Por otro
lado, todos los aislados mostraron resistencia a los fungicidas mancozeb, metalaxil, aceite de tomillo.
Los aislados de México resultaron ser mas resistentes a la mayoria de los fungicidas en comparacién
con los dos aislados de U.S.A.

Palabras clave: Fusarium oxysporum, virulencia, resistencia, fungicidas, zarzamora



Abstract of the thesis presented by Lenis Sorley Bonilla Pabdn as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences.

Analysis of the virulence and resistance to fungicides of Fusarium oxysporum pathogen of
blackberry

Abstract approved by:

Dr. Domingo Martinez Soto
Thesis Director

Meéxico is the world's leading producer of blackberries, and Michoacan is the state with the most
significant national production. However, blackberry production has been affected by the blackberry
wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. mori. From 2011 to 2015, this disease provoked
losses of around 3000 ha; in 2020, it caused losses of 2,500 ha. This research aimed to analyze the
virulence and resistance to the fungicides of Fusarium oxysporum f. sp. mori. Seven fungal isolates
were collected from symptomatic blackberry plants cv "Tupy" in Los Reyes and Periban municipalities
from Michoacan State, México. Also, the fungal isolates GL1804 and F3001 collected in California were
included in this work. The isolates Fol, Fo3, Fo7, and GL1804 were chosen for virulence tests. The
plants inoculated with Fol died earlier, at 23 to 27 days post-infection (dpi), compared to plants
inoculated with Fo3, Fo7, and GL1804. The isolates Fo3, Fo7, and GL1804 showed the same degree of
virulence, and Fol showed a significantly more virulent behavior. Furthermore, this study determined
the tolerance of all isolates to 15 fungicides (11 chemicals, two organics, two from plant extracts). Each
strain was treated under four conditions: 1, minimal culture medium plus fungicide; 2, minimal culture
medium without sucrose plus fungicide; 3, minimal culture medium as a control; and 4, minimal culture
medium without sucrose as a control. The results revealed that the fungicide governor extract (Larrea
tridentata) was 100% effective in inhibiting the growth of F. oxysporum. In addition to plant extracts,
the fungicides carbendazim, thiabendazole, cyprodonil, fludioxonil, dodine, and trifumizole were
effective against F. oxysporum. Interestingly, all strains showed tolerance to the fungicides mancozeb,
metalaxil, and thyme oil. Under a global view of the results, the fungal isolates collected from México
were more resistant to fungicides than those collected in California.

Keywords: Fusarium oxysporum, virulence, resistance, fungicide, blackberry
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Capitulo 1. Introduccion

En la dltima década la produccion mundial de fruta ha aumentado alrededor de un 63.11 % pasando de
572 a 933 millones de toneladas métricas (Oruz., 2024). Las bayas como la fresa, zarzamora, arandanos y
la frambuesa; han destacado por su sabor caracteristico y su alto valor nutritivo, al ser fuente de minerales
como calcio, fésforo, hierro, magnesio, potasio; asi como también de vitaminas E, C, y A. Ademas, se les
atribuyen propiedades antinflamatorias y antioxidantes al contener gran cantidad de compuestos

fendlicos (Diaconesa et al., 2014; Cosme et al., 2022).

En México, durante el ano 2023 las bayas ocuparon el tercer lugar con mayor valor de exportacién,
correspondiente a 3936 millones de ddlares, siendo la producciéon total en el pais de 1,15 millones de
toneladas cultivadas en una superficie de 42,975 hectareas. En el grupo de las bayas se destaca la

zarzamora por ser México el principal productor mundial de este fruto. (SIAP.,2024)

El cultivo de la zarzamora se ve afectado por diversas enfermedades causadas principalmente por hongos,
las cuales generan pérdidas anuales por 2,540 millones de pesos equivalentes a un 25% de la produccién.
Entre las principales enfermedades se encuentra el moho gris causado por Botrytis cinérea, el mildiu de la
zarzamora provocado por Peronospora sparsa, la cenicilla cuyo agente responsable es Podosphaera
aphanis, la antracnosis causada por Colletotrichum glorosporoides y la marchitez vascular causada por
Fusarium oxysporum (Contreras et al., 2019). Esta ultima ha causado pérdidas significativas en la
produccién de la zarzamora en México, siendo afectadas alrededor de 3000 ha desde el 2011 hasta el 2015
(Hernandez-Cruz et al., 2015), y alrededor de 2500 ha en el 2020.(Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), 2022)

Existen varias estrategias para el control de F. oxysporum, por ejemplo, la obtencién de variedades
vegetales resistentes, la rotacidon de cultivos, y la aplicacion de hongos antagonistas al patdgeno. Sin
embargo, hasta el momento no se han postulado variedades resistentes de zarzamora a F. oxysporum. La
rotacion de cultivos es limitante en el control de F. oxysporum debido a que el hongo presenta crecimiento
saprofitico, posee estructuras de resistencia como las clamidosporas, y la facilidad con que sus esporas

pueden ser transportadas por el viento a largas distancias (Campo, 2014).

En los ultimos afios, las investigaciones se han enfocado en encontrar estrategias de control de la

marchitez vascular causada por F. oxysporum, centrandose en la aplicacién de fungicidas como procloraz,
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tiabendazol, difenoconazol, microrganismos de promocidn de crecimiento de las plantas y de induccién
de resistencia a fitopatdgenos; tratando de realizar un manejo integral de la enfermedad, pero
obteniéndose resultados medianamente eficaces (Rebollar y silva, 2021). Aunque estos estudios han
aportado al control del patégeno, los casos de marchitez vascular de la zarzamora frecuentemente
reportados hacen evidente que se requiere mas investigacion que permitan obtener conocimiento de la
biologia de F. oxysporum f. sp. moriy suinteraccidén con la planta de zarzamora para desarrollar estrategias
de control mas efectivas. Por ello, en el presente estudio se analizé la virulencia de aislados de F.
oxysporum provenientes de los sitios con mayor produccidn de zarzamora en el estado de Michoacdn, y
se comparo con cepas del mismo hongo caracterizadas previamente por el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA por sus siglas en inglés). También, se evalud la resistencia a funguicidas de F.
oxysporum f. sp. mori, y su capacidad para bioacumular los fungicidas en sus células. Este trabajo,
contribuye a la busqueda de soluciones al control de la marchitez vascular causada por F. oxysporum en
plantas de zarzamora, y sienta las bases para la aplicacién de técnicas avanzadas que permitan dilucidar
los mecanismos moleculares de la resistencia a fungicidas en F. oxysporum f. sp. mori, y durante su

interaccion con plantas de zarzamora.

1.1 Antecedentes

1.1.1 La Zarzamora

La zarzamora pertenece al género Rubus y a la familia de las rosaceas. La principal especie cultivada en
México es Rubus eubatus variedad “Tupy”, que se encuentra desde las zonas de alta montafia hasta el
ecuador (Cancino et al., 2011). El género Rubus se caracteriza por su variabilidad morfoldgica, incluyendo
especies lefiosas y arbustivas, asi como pequefias herbdceas trepadoras con laminas foliares reducidas. Su

produccién se da en climas frescos y soleados que oscilan entre los 16 y 25 °C. (Clark et al., 2007).

1.1.2 Produccidn de la zarzamora en México.

México es el principal productor mundial de este cultivo, con una produccién de 238,000 toneladas y un
ingreso de 777 millones de ddlares. Los estados con una mayor productividad en zarzamora son:

Michoacdn, Jalisco, Baja California, Sinaloa, Colima y Puebla. El estado de Michoacdn con 214,706
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toneladas representd el 80% de la produccidon nacional con un valor de 5,020 millones de pesos,

posicionandose como el primer productor a nivel nacional (SIAP.,2024).

Brazos fue la primera variedad cultivada en México. Sin embargo, se fueron introduciendo al pais nuevas
variedades como la “Tupy” que tiene menores requerimientos de horas frio y debido a sus caracteristicas
es la variedad mayormente cultivada en México (Rivas, sf). La produccién de la zarzamora en el pais se
establece mayormente en el estado de Michoacdn donde las condiciones climaticas son mas favorables
para el cultivo, al presentarse una época de lluvias ya establecida con periodos cortos de frio. Se lleva a
cabo mediante la practica cultural denominada produccién forzosa la cual consiste en una defoliacion
guimica causada principalmente por ureay sulfato de cobre, posterior a la poda y finalmente la aplicacién

de reguladores decrecimiento como el 4cido giberélico. (Rivas, sf).

1.1.3 La marchitez de la zarzamora

La marchitez de la zarzamora aparecié por primera vez en California en el condado de Watsonville en el
afio 2007, identificado como su agente causal a Fusarium oxysporum (Gordon et al., 2016). Posteriormente
la enfermedad fue detectada en el municipio de Los Reyes en el Estado de Michoacan entre los anos 2011-
2012 y reportada en el 2015 (Hernandez et al., 2015). Se observaron plantas de zarzamora con sintomas
de marchitez vascular con cambio de color y flacidez en los brotes, y finalmente secamiento de la planta,
y aparicion de franjas color café oscuro que se extienden desde la base del tallo hacia arriba. En plantas
adultas, las hojas bajas adquieren un color amarillo, que va progresando hasta llegar al secamiento de
estas. La enfermedad se ha propagado a otros municipios de Michoacdn como Tacdmbaro y Ario de
Rosales, También se ha observado en la zona agricola de los Estados de Baja California y el sur de Jalisco.

(Rebollar y silva.,2021).

1.1.4 Fusarium oxysporum

El hongo ascomiceto filamentoso F. oxysporum, integrante del Complejo de Especies F. oxysporum (FOSC
por sus siglas en inglés) es un habitante frecuente del suelo. Entre sus caracteristicas morfoldgicas se
encuentra la formacién de falsas cabezas, la formacidn de macroconidios de longitud media o corta,

doblados o casi rectos, y bi o triseptados, Los microconidios presentan diferentes formas desde
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reniformes, elipticos u ovalados. A partir de las hifas del hongo, se pueden demorar en formarse de cuatro

a seis semanas las clamidosporas. (Leslie y Summerell, 2006)

En la naturaleza existen hongos F. oxysporum fitopatégenos, endoéfitos, y patdgenos de humanos. El hongo
F. oxysporum ha sido clasificado como el quinto hongo fitopatégeno de mayor interés econdmico y
cientifico en el mundo (Dean et al., 2012). Este hongo, puede colonizar mas de 100 especies, y su interés
agricola radica en la diversidad de sus hospederos y su capacidad para inducir multiples enfermedades en
plantas. Generalmente, cada aislado fitopatdgeno de F. oxysporum pueden infectar a un solo hospedero,

de ahi que estos hongos son descritos como formas especiales (Huasini et al., 2018).

1.1.5 Fusarium oxysporum f. sp. mori

En el 2017 Pastrana y colaboradores estudiaron diferentes aislados de Fusarium oxysporum obtenidos de
plantas de zarzamora enfermas en México y California para observar su patogenicidad y su variacion
genética de acuerdo con los grupos de compatibilidad vegetativa. Encontrando que efectivamente la
mayoria de aislados eran patogénicos para las plantas de zarzamora, y un solo aislado resulto ser
patogénico también para plantas de fresa. De igual forma de acuerdo con sus andlisis filogenéticos y de
grupos de compatibilidad vegetativa propusieron una nueva forma especial de F. oxysporum llamada F.
oxysporum f. sp. mori, como agente causal de la marchitez vascular de la zarzamora. En esta investigacion
los autores abren la posibilidad a que el hongo no sea un patégeno especifico de zarzamora, sino que
afecte también al cultivo de la fresa. Igualmente muestran la variabilidad genética que existe entre los

diferentes aislados de California indicando diferencias en los grados de virulencia de los aislados.

Sin embargo, en el 2020 Hernandez y colaboradores concluyen que el agente causal de la marchitez de la
zarzamora en México es un complejo de especies de Fusarium. A partir de muestras de raices, tallos y
coronas de plantas de zarzamora sintomaticas y mediante herramientas moleculares, encontraron que un
nuevo linaje de especies de F. oxysporum estaba agrupado en el mismo grupo que F. oxysporum f. sp. mori

y relacionado muy cercanamente a F. cuagenense.

Finalmente, en el 2021 Pastrana y colaboradores comprobaron que plantas silvestres de zarzamora sirven

de reservorio del patdgeno F. oxysporum y de esta forma llega la infeccién a plantas cultivables.



1.1.6 Control de F. oxysporum

Las ultimas investigaciones de la marchitez de la zarzamora en México se han centrado en metodologias
integradas para poder controlar al agente causal de la enfermedad. Es asi como en el 2020 Hernandez y
colaboradores, realizan un programa de manejo in vivo en campos del municipio de Los Reyes durante los
anos 2014 al 2016 utilizando plantas de zarzamora variedad “Tupy”. Los autores realizaron 13 diferentes
tratamientos con productos comerciales como fungicidas quimicos, agentes de control biolédgico e
inductores de resistencia en plantas con diferentes aplicaciones durante dos a tres semanas. Ellos
encontraron una reduccion en la severidad de la enfermedad al utilizar el complejo enzimatico Maya Mayic
2001 (compuesto por Azotobacter vinelandii, Clostridium pasteurianum, etc.) en combinacidn con la
aplicacion de los fungicidas procloraz, difenoconazol, y Kendal Nem (inductor de resistencia en plantas).
La aplicacién con azoxystrobin y acibezolar-s-metil dieron resultados medianamente eficaces. Por otra
parte, concluyeron que el fosfito de potasio fue ineficaz para el control del patdgeno, lo que indica una

posible resistencia de Fusarium a este fungicida.

Acosta-Gonzales y colaboradores en el 2022 realizaron una comparacion in vitro de los diferentes
fungicidas y bio-controladores para el manejo de F. oxysporum en la marchitez de la zarzamora. Los
autores encontraron que el fungicida procloraz, resultd ser el mas efectivo contra seis aislados de F.
oxysporum probados; seguido del metil- tiofanato y azoxystrobin. Sin embargo, comprobaron la ineficacia
del fosfito de potasio en el control de F. oxysporum, corroborando los resultados obtenidos por Hernandez

y colaboradores en el 2020.

Es importante destacar que los autores concluyen que los productos a base de fésforo han sido usados
por mas de 25 anos en el control de enfermedades como el mildiu velloso en la zarzamora, por lo que no
se puede descartar la resistencia de F. oxysporum a este fungicida. Rebollar y Silva en el 2021 publicaron
un libro dedicado al manejo integral de la marchitez de la zarzamora, en el cual se aborda la enfermedad
a partir de las caracteristicas del patdogeno, su proceso de infeccién y los métodos de dispersion.
Posteriormente, analizan el cultivo de la zarzamora destacando la susceptibilidad de la variedad “Tupy” a
la enfermedad (Rebollar y silva., 2021). Realizan estudios in vitro e in vivo para observar el rango de
hospederos del patégeno, encontrando que contrario a los resultados de Pastrana y colaboradores en el
2017, F. oxysporum f. sp. mori afecta Unicamente a la zarzamora y no a la fresa. Por lo tanto, recomiendan
la rotacidon de cultivos como una alternativa de control. Finalmente, observan cémo influyen las
condiciones ambientales en el desarrollo, incidencia y severidad de la enfermedad de acuerdo con las

concentraciones de hierro, calcio, materia orgdnica, cobre y la variacién del pH. También destacan como
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el mecanismo de defensa de las plantas se ve afectado al incrementarse la temperatura y la sequia, lo que
hace que sea mas susceptible al ataque del patégeno. Los autores recomiendan el uso de fungicidas tales
como procloraz, difenoconazol y tiabendazol; asi como la aplicacién de microorganismos de promocion y

resistencia (Rebollar y silva., 2021).

1.1.7 Resistencia a fungicidas

La resistencia a fungicidas se puede definir segun el Comité de Accidn de Resistencia a Fungicidas (FRAC)
como la disminucién adquirida y heredable en la sensibilidad de un hongo al ingrediente activo de un
fungicida. Mediante esta resistencia el hongo puede sobrevivir a aplicaciones del quimico, multiplicdandose

y propagdndose (Carmona y Sautua., 2017).

Entre los factores que influyen en la resistencia a fungicidas estd la biologia y la variabilidad intrinseca del
patégeno y los mecanismos de accion de los fungicidas. También el manejo agrondmico en las aplicaciones
del quimico, tomando gran importancia el nimero total de aplicaciones, la dosis suministrada, y la

aplicacion continua de fungicidas con el mismo modo de accién (Carmona y Sautua, 2017).

1.1.8 Fusarium oxysporum resistente a fungicidas

Existen varios reportes de F. oxysporum presentando resistencias a diversos fungicidas, por ejemplo: F.
oxysporum f. sp. gladioli and F. oxysporum f. sp. lilii mostraron diferentes niveles de resistencia a cuatro
fungicidas del grupo benzimidazol (benomil, metil-tiofanato, carbendazim y tiabendazol). De 24 aislados
de F oxysporum probados, once fueron altamente resistentes, nueve medianamente resistentes y 16
susceptibles al metil-tiofanato y al benomil (Chung et al., 2009). Por otra parte, Fusarium sp obtenidos de
suelo y cultivos de trigo, presento resistencia al azoxystrobin y carbendazim. (Frac et al.,2016). A partir de
100 cepas de F. oxysporum f. sp. niveum aislados de sandia durante los afios de 2012-2013 en Georgia-
USA, encontraron que 4%, 84% y 12% de los aislados fueron resistentes, medianamente resistentes, y

susceptibles al metil-tiofanato, respectivamente (Petkar et al., 2017).

Gonzales y colaboradores en el 2022 evaluaron la susceptibilidad de doce cepas de F. oxysporum aislados
de plantas sintomaticas de vainilla a cuatro fungicidas comerciales metil-tiofanato (Cercobin M®), benomyl

(Promyl®), carbendazim (Prozycar®), and chlorothalonil (Talonil 75®) encontrando que los aislados fueron
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altamente resistentes al clorothalonil y al metil-tiofanato y susceptibles al carbendazim y benomil.
Diferentes especies de Fusarium presentaron resistencia al fludioxonil tanto en cultivos de cebolla como

de papa (Shin et al., 2023, Akosah et al., 2023).

Zheng y colaboradores en el 2018 estudiaron principalmente las mutaciones del dominio motor FoMyo5
gue estaban involucradas en el mecanismo de defensa de F. oxysporum al fungicida Fenamacril. Usaron
seis cepas (patogénicas en humanos, fitopatogénicas; y no patogénicas) de F. oxysporum encontrando una
resistencia natural al fenamacril por parte de las cepas afectando plantas, mientras que la cepa patégena
de humanos mostraba ser poco resistente al mismo fungicida. La clave de la resistencia estaba dada por

la mutacién en el codén que codifica para los aminoacidos Val 151 y Ser418.

1.2 Origen de aislados e identificacion

Los siete hongos F. oxysporum con los que se trabajé en este proyecto fueron aislados de plantas
sintomdticas de zarzamora variedad “Tupy”, recolectadas en los municipios de Los Reyes y Periban,
principales zonas productoras de esta fruta en el Estado de Michoacan (Figura 1). Los hongos fueron
identificados previamente mediante la amplificacidon y secuenciacién de las regiones espaciadoras internas
transcritas (Internal Transcribed Spacer-ITS) y el factor de elongacién de la traduccién (TEF1a) (tabla 1) y
con esta informacion se realizd el arbol filogenético (Figura 2). La identificacion macroscdpica,
microscopica y molecular de los aislados fungicos se realizé en el Laboratorio de Biologia de Hongos del
Departamento de Microbiologia del Centro de Investigacidn Cientifica y Educacidn superior de Ensenada

Baja California (CICESE).

En la Figura 1. Se puede observar en morado el estado de Michoacdn, en verde los municipios donde se
colectaron las muestras y en rosado los puntos exactos de muestreo. En la Figura 2 se muestra que los
aislados quedaron agrupados entre los F. oxysporum f. s.p. fragarie y F. oxysporum f. s.p. mori a excepcion

del Fo5 que quedo agrupado cerca al F. oxysporum f. s.p. spinaciae.
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Figura 1. Sitios de muestreo

Tabla 1. Identificacion molecular de los aislados F. oxysporum

Aislado ITS/TEF1la
Fol F. oxysporum
Fo2 F. oxysporum
Fo3 F. oxysporum
Fo4d F. oxysporum
Fo5 F. oxysporum
Fob F. oxysporum
Fo7 F. oxysporum




Figura 2. Arbol filogenético de los aislados de F. oxysporum.
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1.3 Justificacion

Fusarium oxysporum f. sp. mori agente causal de la marchitez de la zarzamora ha causado pérdidas
econdmicas en la produccidn de la zarzamora en el estado de Michoacdn del 30 al 100 % devastando
alrededor de 3000 hectareas desde el 2011 hasta el 2015, 2500 ha en el 2020. Aunque se han realizado
diferentes investigaciones y esfuerzos para controlar la enfermedad, a la fecha no se ha logrado su control
y las pérdidas econdmicas por marchitez vascular de la zarzamora contintian incrementandose. Ademas,
se desconocen las bases bioldgicas de la enfermedad y de los mecanismos moleculares que participan en
la interaccion entre F. oxysporum f. sp. moriy plantas de zarzamora, asi como la resistencia del patégeno
a fungicidas. Por estas razones, en el presente proyecto se analizé la virulencia y resistencia a fungicidas
de F. oxysporum f. sp. mori. Esto permitirad generar nuevo conocimiento que contribuya lograr un manejo

integral de la enfermedad, y con ello disminuir las pérdidas por marchitez de la zarzamora en el pais.

1.4 Hipétesis

Los Fusarium oxysporum f. sp. mori aislados en México son mas virulentos y resistentes a fungicidas que

los F. oxysporum f. sp. mori aislados en cultivos de zarzamora en California.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Analizar la virulencia y resistencia a fungicidas de Fusarium oxysporum f. sp. mori.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Comparar la virulencia de diferentes Fusarium oxysporum aislados de plantas de zarzamora con

sintomas de infeccién en México, con cepas del mismo hongo reportadas en California

2. Determinar la resistencia a fungicidas de los diferentes aislados de Fusarium oxysporum f. sp. mori
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3. Determinar la capacidad de Fusarium oxysporum f. sp. mori para la absorcién/adsorcién del

fungicida



Capitulo 2. Metodologia
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2.1 Cepas estudiadas

Se trabajaron con las cepas presentadas en la Tabla 2.

Tabla 2. Aislados estudiados .

I.D Hongo Procedencia
Fol F. oxysporum México
Fo2 F. oxysporum México
Fo3 F. oxysporum México
Fo4 F. oxysporum México
Fo5 F. oxysporum México
Fo6 F. oxysporum México
Fo7 F. oxysporum México
*GL1804 F. oxysporum f. sp. mori US.A
*F3001 F. oxysporum f. sp. mori US.A

*Donadas por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)

2.2 Crecimiento de F. oxysporum

El crecimiento de F. oxysporum se realizé en medio comercial Agar Papa Dextrosa(MCD LAB, 8612) a 25°

C. Para la obtencidn de conidios se inocularon 5 tapones de micelio del hongo en medio liquido de nitratos

(Anexo A) a 130 rpm, a una temperatura de 28° C por 3 dias. Posteriormente se realizé la obtencion de

conidios mediante la filtracién del cultivo en fibra sintética y en condiciones estériles. Para observar

algunas estructuras (macroconidias y microconidias) de F. oxysporum, se sembro el hongo en agar de hojas

de clavel (CLA). (Anexo A)

2.3 Crecimiento de plantas de zarzamora

Se obtuvieron plantas de zarzamora libres de enfermedades proporcionadas por productores de bayas y

el Instituto Tecnoldgico Superior de los Reyes Michoacan (ITSLR-TecNM), de aproximadamente un mes de
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edad, las cuales fueron trasplantadas en bolsas con sustrato (Cosmopeat) mezclado con perlita (Multiperl
®Horticola, 0.83130224) y mantenidas en temperatura ambiente y condiciones naturales de luz-oscuridad

hasta llevar a cabo los ensayos de infeccién.

2.4 Infeccion de plantas de zarzamora con F. oxysporum

Considerando la distribucién de los aislados de F. oxysporum en el filograma, se seleccionaron los aislados
Fol, Fo3, y Fo7 para realizar los ensayos de infeccién y virulencia en plantas de zarzamora. También se

incluyé la cepa GL1804, un aislado de California caracterizada previamente como altamente virulento .

Siete plantas de zarzamora variedad “Tupy” de cinco meses de edad y con apariencia saludable fueron
inoculadas con los aislados Fol, Fo3, Fo7, GL1804, e inoculacién simulada agua destilada estéril. Las
plantas fueron removidas del sustrato, las raices se lavaron con agua corriente hasta eliminar la mayor
cantidad posible de sustrato, posteriormente se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Después,
las raices de las plantas de zarzamora se sumergieron en una suspensién de 1*10’ conidios de F.
oxysporum o en agua destilada estéril como control por un tiempo de 90 minutos. Pasado este tiempo las
plantas fueron replantadas en sustrato adicionado con perlita estéril y mantenidas bajo condiciones de
invernadero. Se les realizd un monitoreo de las plantas durante 75 dias y al final de este tiempo se
cuantificaron los sintomas observados en las plantas con la escala reportada por Ayhan y colaboradores
en el 2025: 1, plantas sin sintomas; 2, plantas con hojas marchitas y areas clordticas; 3, plantas con hojas
marchitas, areas clordticas y manchas necréticas; 4, plantas con hojas marchitas y plantas enteras con

clorosis, areas de necrosis y defoliacion; y 5, plantas muertas.

2.5 Observacion de la colonizacidn de las raices de zarzamora por F. oxysporum

La observacién de la colonizacién de las raices de las plantas de zarzamora por los aislados de F. oxysporum
y la cepa GL1804 se realizd6 mediante el protocolo descrito por Martinez-Soto et al.,2023 y Martinez-Soto
et al., 2025. Brevemente, las plantas con sintomas junto con sus raices fueron removidas del suelo, se
elimind el exceso de suelo con agua de la llave, posteriormente se enjuagaron con agua destilada, se
cortaron las raices y. se incubaron en etanol al 96% toda la noche, se descarté el etanol y se lavaron las
raices con agua destilada. Luego, se incubaron durante una noche en una solucién de hidréxido de potasio

(KOH) al 10 %, luego se decantd el KOH y se enjuagaron las raices con agua destilada. después, se
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transfirieron las raices a un tubo de 2 ml y cubrieron con la solucién de tincion compuesta por WGA-Alexa
Fluor (Invitrogen, W11261) y yoduro de propidio (Chayman Chemical 10008351). Bajo condiciones de
oscuridad y en un desecador se aplicaron tres rondas de dos minutos de vacio cada 15 minutos.
Finalmente, las raices se colocaron en un cubreobjetos y se observaron bajo el microscopio confocal

Olympus FV1000 teniendo en cuenta las longitudes de onda de WGA-Alexa Fluor y yoduro de propidio.

2.6 Analisis de la resistencia de F. oxysporum a fungicidas

Los fungicidas utilizados en este experimento fueron elegidos de acuerdo con la literatura, y la utilizacién
de fungicidas por los productores para el tratamiento de la marchitez vascular causada por Fusarium spp.
y F. oxysporum (Tabla 3). También, se incluyeron fungicidas usados actualmente para el control de la
marchitez vascular de la zarzamora (Tabla 4). Las concentraciones evaluadas fueron elegidas de acuerdo

con las concentraciones sugeridas para la aplicacién en campo de cada fungicida (Tabla 3 y 4).

Este procedimiento se realizé utilizando cuatro diferentes tratamientos: 1) Medio minimo con fungicida,
2) Medio minimo sin sacarosa y con fungicida, 3) Medio minimo (control), y 4) Medio minimo sin sacarosa
(control). Basicamente, se colocé un tapén de 5 mm de micelio de cada aislado fungico en el centro de la
caja de Petri de 50mm de diametro, y se incubaron a una temperatura de 25 °C hasta que los hongos en
los tratamientos control colonizaron todo el medio de cultivo en la caja de Petri. Se tomaron medidas del
crecimiento radial cada 24 horas por cinco dias en cuatro puntos de las colonias fungicas. Se calculé el

porcentaje de inhibicion de acuerdo con la formula propuesta por Vincent en 1947:

RC — RP

%l =
= (Tre

) +100 (1)

De donde:

%l= Porcentaje de inhibicién

RC: Crecimiento radial de F. oxysporum en placas control

RP: Crecimiento radial de F. oxysporum creciendo en medio envenenado

De acuerdo con esta formula se trabajé con el porcentaje de tolerancia que estd dado por:

% Tolerancia = 100 — % inhibicién

()



Tabla 3. Fungicidas usados

Fungicida Ingrediente activo Marca Concentracién (mg/L) Referencia
Manzate 200
Manzate Mancozeb 300 Zarate et al., 2021
Captan 50 Captan Captan 50 500 Zarate et al., 2021
Zarate et al., 2021
Tiabendazol Tiabendazol Tecto 60 5
Martinez et al., 2021
Proud 3 Aceite de tomillo Humagro 100 Bio Humanetics 2020
Switch Cyprodinil-Fludioxonil Switch 62.5 WG 100 Syngentan 2024
Derosal Carbendazim Derosal 100 Bashir et al., 2017
Cabrio C Boscalid Pyraclostrobin Cabrio C 5 Muhammad et al ., 2011
Dodina Dodina Syllit Flow 378 Datos no publicados
Procure Triflumizole Procure 480 SC 348 Valent 2025
Super Fosfito de Potasio . . Supercosecha- 3
L. Fosfito de potasio . 48000 Acosta-Gonzdlez et al., 2022
Organico Fertiorganicos
Agroorgdnicos nacionales
FubAgro Extractos vegetales Fubagro 1000 2025
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Tabla 4. Fungicidas actualmente usados por los productores para el control de la marchitez de zarzamora causada
por F. oxysporum f. sp. mori

100%

Fungicida Ingrediente M Concentracion Referencia
arca
activo (mg/L)
Jabali Fosetil-al 80% Jabali 6000,0 Bayer, sf
. Azoxistrobin . Acosta-Gonzalez et
Amistar Amistar 200,0
al 50 % al., 2022
Metalaxil [Taleb-Hossenkhan vy,
Tokat 240 ce Tokat 240 ce 4,7 .
25.30% Ibrahim., 2015
Extracto de
Extracto de Larrea .
. Vitaextrae 500,0 Moreno 2011
Gobernadora tridentata
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2.7 Cuantificacidon relativa de la cantidad de ingrediente activo del fungicida

Metalaxil absorbido/adsorbido por F. oxysporum

De acuerdo con los resultados obtenidos en los analisis de resistencia a fungicidas, para la cuantificacién
de la cantidad de ingrediente activo absorbido o adsorbido por F. oxysporum se selecciond el fungicida
Tokat 240 ce (metalaxil), el cual es actualmente usado para el control de F. oxysporum f. sp. moriy es uno
de los fungicidas al cual los aislados fungicos presentaron alta resistencia. Al igual que en los experimentos

de infeccién y virulencia, en este experimento se usaron los aislados Fo1l, Fo3, Fo7 y GL1804.

2.7.1 Curva de crecimiento de F. oxysporum

Se inocularon 1*108 conidios/ml del hongo en 50 ml de medio liquido minimo de sales de Vogel (anexo A).
Los cultivos se incubaron a 28 °C a 150 rpm. La obtencién de biomasa se realizé6 mediante filtracion con un
embudo y fibra sintética estéril cada 24 horas durante seis dias. Posteriormente, fue congelada a -20°C
por 48 horas para luego obtener la proteina total mediante el método descrito por Bridge et al., 2004 con
algunas modificaciones. Primero, se colectd la biomasa mediante filtracién. Posteriormente, se lavé dos
veces la biomasa con 15 ml agua desionizada estéril, y almacend a -20°C hasta su uso. Después, en un
mortero estéril y frio se pulverizo la biomasa con la ayuda nitrégeno liquido, para luego resuspenderla en
1 ml de solucidn Tris-glicina pH 8.3. que contiene 3 g Trizma (Sigma, Poole, UK), 14.4 g glicina (Invitrogen,
0797C510), 1 L de agua desionizada. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 4°C a 12500 g
durante 40 minutos y se paso el sobrenadante a un tubo falcén estéril. Para una mejor cuantificacién de
la proteina total, se realizaron diluciones de 1 a 10 en la soluciéon Tris-glicina y mediante un nanodrop
(Thermo Scientific) se determind la absorbancia de la muestra, dato usado para el cdlculo de proteina
total. Para esta determinacidn, se prepararon diluciones del estandar albumina sérica bovina BSA (Thermo

Scientific, 23225) .
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2.7.2 Obtencion de muestra para la determinacién de la concentracién de metalaxil
en la biomasa fungica mediante cromatografia liquida de alta resolucidn

(HPLC)

Se inoculo 1*10° conidios/ml| de cada aislado de F. oxysporum en 50 ml de medio minimo liquido
adicionado con el fungicida Tokat 240 ce (metalaxil), asi como al de medio minimo liquido sin fungicida
como control. Los cultivos se colocaron en agitacion constante a 130 rpm y 28°C durante 72 horas.
Después del crecimiento del hongo, se obtuvo la biomasa mediante filtracién con la ayuda de fibra
sintética estéril. La biomasa fue lavada y las soluciones resultantes de los lavados, asi como los
sobrenadantes fueron también colectados y enviados para la determinacién del metalaxil ingrediente

activo del fungicida Tokat 240 ce mediante HPLC.

2.8 Analisis estadisticos

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado con sus respectivas replicas biolégicas. Para
conocer la normalizacién de los datos se realizd la prueba de Shapiro-Wilk, luego, Se realizaron diversos
analisis de varianza unifactorial y bifactorial (ANOVA), seguido de un analisis post-hoc mediante la prueba
de Tukey, utilizando el programa GraphPad Prism 8.0. Los resultados fueron presentados en tablas o

graficados en histogramas o mapas de calor indicando en donde corresponda las diferencias significativas.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracteristicas morfoldgicas de F. oxysporum

Los aislados estudiados presentaron colonias algodonosas, de color blanco que se tornaban color violeta
con el pasar del tiempo de incubacidon. Se observaron macroconidias ligeramente curvadas con dos septos

(Figura 3B) y microconidias sin septos y de forma oval (Figura 3C)

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas de F. oxysporum. A. Crecimiento micelial en PDA. B. Macroconidia en agar CLA
C. Microconidia en agar CLA. D Hifa. B, C, D estan a una escala de 5 um, fotografias tomadas en microscopio Olympus
V1000.

3.2 Infeccion de plantas de zarzamora con F. oxysporum y cuantificacion de la

virulencia.

Después de 75 dias de la infeccidn las plantas presentaron sintomas como necrosis, clorosis, defoliacion y
marchitamiento (Figura 4). La cuantificacién de la virulencia de los aislados de F. oxysporum en plantas de
zarzamora. se presenta en la Figura 5. Notese que el Fol se mostré mas virulento que el resto de los

aislados. Los aislados Fo3 y Fo7 muestran niveles de virulencia similares, pero diferentes a los indices de
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virulencia mostrados por los aislados Fol y GL1804. Todos los datos obtenidos y sin procesar estan

mostrados en el Anexo B.

Figura 4. Plantas infectadas con F. oxysporum. A. Control. B. Fol. C. Fo3. D. Fo7. E. GL1804
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Figura 5. Cuantificacion de la virulencia causada por los aislados de F. oxysporum f. sp. mori en plantas de zarzamora.
Diferentes letras sobre cada barra representan diferencias significativas.

Figura 6. Imagenes representativas de los sintomas observados en los tallos de las plantas inoculadas con los
diferentes aislados de F. oxysporum f. sp. mori. A. Control. B. Fol. Imagen tomada con el estereoscopio a una escala
de 2 mm. C. Fo3. D. Fo7. E. GL1804. La flecha azul muestra las franjas color café y tonalidades oscuras propias de la
sintomatologia causada por F. oxysporum.
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Figura 7. Colonizacion de F. oxysporum en las raices de las plantas. Estructuras del hongo son mostradas en verde y
tejido de la raiz de la planta en magenta. A. Control B.F.o1 C. Fo3. D. Fo7. E. GL1804. Todas las fotos fueron tomadas
con el mismo objetivo y a una escala de 50 um
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Los tallos de las plantas infectadas mostraron flacidez y franjas color café. En el interior mostraban
sintomas de pudricidon con areas color marrén (Figura 6B -6E). Se observé una mayor intensidad de color
café en el tallo de Fo3 (Figura 6C). Notese que los tallos de las plantas control no mostraban la

sintomatologia anteriormente descrita (Figura 6A).

Todos los aislados estudiados colonizaron la raiz de la planta. Después de 75 dias de infeccidn, se observé
presencia de los hongos colonizando los tejidos radiculares y en el xilema de las raices de las plantas
infectadas (Figura 7B-7E). Sin embargo, en las plantas control (Figura 7A) no se observd presencia del

hongo en las raices

3.3 Analisis de la resistencia de F. oxysporum a fungicidas

Los promedios de las mediciones del crecimiento a los cinco dias posinoculacidn de los diferentes aislados
fungicos en los diferentes tratamientos con fungicidas son registrados en el Anexo C. El mayor crecimiento
de las colonias fungicas fue registradas al usar los fungicidas Proud, Manzate, Jabali y Tokat 240 tanto en
medios con y sin sacarosa. Se observd una mayor tolerancia de los aislados fungicos a los fungicidas Proud,
Manzate, Jabali y Tokat 240 ce; y una menor tolerancia a los fungicidas extracto de gobernadora, Fubagro,
Tecto 60, Derosal, Cabrio-C, Procure (Tabla 7). Los porcentajes de tolerancia de los aislados fungicos a los
diferentes tratamientos empleados, muestran que los fungicidas mas efectivos para el control in vitro de
los F. oxysporum fueron el extracto de L tridentata ,carbendazim, trifumizol y extractos vegetales. En
cambio, los mayores porcentajes de tolerancia de los hongos fueron observados en al aceite de tomillo,
mancozeb, metalaxil, azoxistrobin y fosetil-al tanto en medio con y sin sacarosa (Figura 8 y 9). Los
fungicidas Jabali, Tokat 240 ce, Amistar y extracto de gobernadora son actualmente usados para el control

de Fusarium por los productores de zarzamora.

Al realizar un ANOVA de doble via mediante el programa GraphPad Prism 8.0, se evidencié diferencias
significativas (p<0.05) entre los aislados de U.S.A y México ante los fungicidas Fubagro (Extractos
vegetales), y fosfito de potasio (Anexo D). Los aislados de U.S.A mostraron una mayor tolerancia a los
fungicidas Fubagro (extractos vegetales), tiabendazol y fosfito de potasio en medio con sacarosa y
envenenado con fungicidas, esto al compararlos con los aislados procedentes de México. Por otra parte,
hay una mayor tolerancia por parte de los aislados mexicanos a los fungicidas Switch, Captan, Cabrio-C,

Amistar y Manzate (Figura 8).



Tabla 7. Fungicidas, mecanismos de accién y tolerancia

Fungicida Ingrediente Activo Concentracién mg/L Mecanismo de Accién Tolerancia con sacarosa | Tolerancia sin sacarosa
Manzate Mancozeb 300 Induce inhibicién enzimdatica multiple, inhibe respiracién +HH ERE
Captan 50 Captan 500 Interfiere en el mecanismo de respiracion +H+ +H+
Tecto 60 Tiabendazol 5 Inhibe mitosis y divisién celular + +
Proud 3 Aceite de tomillo 100 Descompone las membranas celulares 1 FII,
Switch Cyprodinil-Fludioxonil 100 Inhibe la germinacion de las esporas, el crecimiento del tubo germinativo ++ -
Derosal Carbendazim 100 Inhibe mitosis y division celular + +
Cabrio C Boscalid Pyraclostrobin 5 Inhibe la respiracion ++ F
Syllit Flow Dodina 378 Interfiere con la respiracion + +
Procure Triflumizole 348 Interfiere con la sintesis del ergosterol + +
Super Fosfito Potasio Orgdnico Fosfito de potasio 43000 Meodifica expresion de genes que codifican sintesis de proteinas +++ ot
Extractos vegetales (extracto de
FubAgro gobernadora, extracto de pino, 1000 Desintegra las paredes celulares del patdgeno + +
extracto de acido citrico)
Jabali Fosetil-al 80% 6000 Interfiere con el mecanismo energético +H+ +H+
Amistar Azoxistrobin 50 % 200 Inhibe la respiracién mitocondrial +HH ERE
Tokat 240 ce Metalaxil 25.30% 47 interfiere en la sintesis del ARN ribosomatico 4+ o+
Extracto de Gobernadora Extracto de Larrea tridentata 500 Interfiere con la cadena transportadora de electrones - -
+ Menos tolerancia, ++++ mas tolerancia
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* Extracto de L. tridentata{ o 0 0 0 0 0 0 0 0 100
Carbendazim 4 o7 21 1.7 1.1 3.9 4.2 0 0 0 80
Trifumizol 4 94 1.6 3.4 15.5 5.9 5.4 2.7 0 0
Extractos vegetalesq4 o 2.7 0 3.3 0 0 0 22.2 30.7 j
Tiabendazol 1 77 16.6 2.0 8.8 6.8 35 2.7 25.0 16.7 ™
Dodina { 1ss 19.1 26.7 14.7 18.0 19.2 19.3 26.0 32.4
Cyprodonil y Fludioxonil 1 346 33.5 14.4 17.2 120
Captan 4 459 |,
Pyraclostrobin y Boscalid 4 365
Fosfito de potasio -
* Fosetil-Al

* Azoxistrobin

* Metalaxil
Mancozeb

Aceite de tomillo

Fo1 Fo2 Fo3 Fo4 Fo5 Fo6 Fo7 GL1804  F3001
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Figura 8. Mapa de calor mostrando los porcentajes de tolerancia de los hongos a los fungicidas en medio de cultivo con sacarosa.*Fungicidas usados por los productores

de zarzamora para el control de F. oxysporum
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*Extracto de L. tridentata {4 o 0 0 0 0 0 0 0 0 ke
Carbendazim 41 6.0 1.5 7.5 9.5 0.7 0 2.1 0 0 L 1 80
Trifumizol 4 7.3 8.6 11.5 17.1 14.2 29.6 11.0 0 0
Extractos vegetales - 0 9.1 0 0 2.9 0 0 6.8 25.9 | &
Tiabendazol 1 127 2.3 4.0 3.7 4.9 43 2.8 20.0 0 - m
Dodina 4 63 0 2.0 14.0 21.7 4.4 74 1.4 16.4
Cyprodonil y Fludioxonil{ 47.9 53.0 65.4 55.8 52.9 446 4.7 34.0 36.6 120
Captanq 618 68.5 61.9 67.0 60.7 64.8 57.4 14.9 7.1 Ly
Pyraclostrobin y Boscalid 4 24.0 401 34.8 60.3 38.5 34.4 34.2 24.9 17.1
Fosfito de potasio 4 649 100.0 88.5 46.0 96.1 100.0 78.0 95.3 96.0
* Fosetil-Al{ s5.6 56.8 48.1 57.6 53.8 51.2 45.6 37.3 0
*Azoxistrobind 707 91.1 77.0 84.4 87.9 75.7 85.6 65.8 58.2
* Metalaxil 1 947 100.0 91.0 97.0 97.5 98.7 97.2 94.1 926
Mancozeb 4 914 96.4 93.6 99.0 99.0 98.6 95.0 0 3.6
Aceite de tomillo] 91.2 94.3 95.6 100.0 96.0 94.9 91.3 99.3 100.0
Fo Fo2 Fo3 Fod Fo5 Fob Fo? GL1804  F3001

Figura 9. Mapa de calor mostrando los porcentajes de tolerancia de los hongos a los fungicidas en medio de cultivo sin sacarosa. *Fungicidas usados por los productores
de zarzamora para el control de F. oxysporum
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Para el tratamiento “medio envenenado con fungicidas y sin sacarosa” se evidencié que los aislados
procedentes de U.S.A. Presentaron una mayor tolerancia a los extractos vegetales y tiabendazol, en
comparacion con los aislados procedentes de México. Mientras que estos ultimos presentaron una mayor
tolerancia al captan, fosetil-al, mancozeb, metalaxil, azoxistrobin y fosfito de potasio. No se observé
tolerancia por parte de ninguno de los aislados al extracto de L. tridentata, y poca tolerancia al
carbendazim, trifumizol, extractos vegetales, tiabendazol y dodina. En general todos los aislados fueron
tolerantes al aceite de tomillo, metalaxil y azoxistrobin Interesantemente, se registraron diferencias
significativas (P<0,05) entre los aislados procedentes de México (Fol a Fo7) y los de U.S.A. (GL1804, F3001)
a los extractos vegetales, tiabendazol, azoxistrobin, mancozeb y captan (anexo E). A continuacion, se
describen como lucian las colonias crecidas los tratamientos control con y sin sacarosa, asi como en dos
de los diferentes fungicidas usados, Jabali y Tokat 240 ce. Se observé un mayor crecimiento de los aislados
flngicos que en el tratamiento de medio minimo con sacarosa mas Jabali, que en el tratamiento de medio

minimo sin sacarosa mas Jabali (figura 10).

Figura 10. Imagenes representativas de las colonias en medio minimo con Jabali (fosetil al). A. Con sacarosa. B. Sin
Sacarosa. Fol a Fo7 (aislados procedentes de México), GL1804 y F3001 (aislados procedentes de U.S.A)
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Se observd un crecimiento similar de los aislados fungicos en las condiciones control y el medio minimo
con sacarosa y envenenado con el fungicida metalaxil. Sin embargo, en medio minimo sin sacarosa y
envenenado con metalaxil, se muestran cambios en la morfologia de la colonia, observandose un micelio

mas traslucido (Figura 11)

GL1804

Figura 11 Imagenes representativas de colonias en medio minimo con Tokat 240 ce (metalaxil). A. Con Sacarosa. B.
Sin Sacarosa. Fol a Fo7 (aislados procedentes de México), GL1804 y F3001 (aislados procedentes de U.S.A)
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En general, se observa que los aislados GL1804 y F3001 tienen un crecimiento radial menor comparado
con el resto de aislados en la condicién con sacarosa y sin sacarosa para los fungicidas cyprodonil y
fludioxonil, captan, pyraclostrobin y boscalid, fosetil-al, azoxistrobin, mancozeb, aceite de tomillo,
trifumizol, carbendazim y metalaxil. También se observd en la condicidon control de medio minimo con
sacarosa y sin fungicidas, los hongos mostraron crecimiento algodonoso y color blanquecino. Sin embargo,
en el control de medio sin sacarosa los aislados fungicos crecieron con micelio hialino y tenue, aunque la
medida en centimetros del crecimiento de la colonia es similar en ambos controles, cony sin azucar (Figura

12).

Figura 12. . Imagenes representativas de colonias control, medio minino sin fungicida. A. Con sacarosa. B. Sin
sacarosa. Fol a Fo7 (aislados procedentes de México), GL1804 y F3001 (aislados procedentes de U.S.A)
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3.4 Curva de Crecimiento F. oxysporum

Con la cuantificacidn de la proteina total como indicativo del crecimiento del aislado Fo3 a diferentes
intervalos de tiempo, se realizd la curva de crecimiento (Figura 13). Los datos obtenidos se registran en el
anexo F. Los aislados Fol y GL 1804 mostraron un crecimiento similar al asilado Fo3. De acuerdo con la
curva de crecimiento para el aislado Fo3, se determind tomar muestras a las 72 horas, tiempo en el que

se observé la fase estacionaria en el crecimiento del hongo.
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Figura 13. Curva de crecimiento F. oxysporum 3

3.5 Determinacion de la concentracion de Metalaxil en donde se observo una

mayor produccion de biomasa fungica

Se probaron diferentes concentraciones de metalaxil en el medio para determinar la concentracién de
fungicida en donde se observaba una mayor produccién de biomasa fungica. Para los aislados Fo3 y Fo7
se observo una mayor cantidad de biomasa en las concentraciones de 100 y 200 mg/L de metalaxil en el
medio minimo liquido. Sin embargo, para el aislado GL1804, se observé una mayor produccién de biomasa
a una concentracién de 100 mg/L de metalaxil. El experimento niimero seis corresponde al crecimiento de
los aislados en medio minimo sin metalaxil (control). Se trabajé con una solucién stock de 5mg/mL de

metalaxil .
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Tabla 11. Determinacién de la concentracion de metalaxil en relacion con la biomasa fungica

Aislado Experimento | Concentracién fungicida (mg/L) Peso (g)
1 100 1.26
2 200 1.04
Fo3 3 300 0.05
4 400 0.28
5 500 0.45
6 0 0.32
1 100 0.12
2 200 0.63
o7 3 300 0.06
4 400 0.02
5 500 0.04
6 0 0.06
1 100 1.6
2 200 1.8
611804 3 300 1.6
4 400 1.5
5 500 1.6
6 0 1.8

3.6 Obtencion de la muestra para determinacion de la cantidad de Metalaxil en

la biomasa de los hongos mediante HPLC.

Se realizaron cinco réplicas para cada hongo con el fungicida metalaxil, asi como para los controles
(crecimiento de los hongos sin metalaxil). Se obtuvieron los pesos de la biomasa fresca y después de su
liofilizacidn. Para asegurar que se envio la cantidad suficiente de muestra para cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC). Los datos obtenidos se relacionan en la tabla 14. Se obtuvieron pesos similares de
biomasa para todos los aislados fungicos en los tratamientos con o sin él fungicida metalaxil, lo que puede

ser por la resistencia que este hongo muestra al metalaxil.
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Tabla 12. Obtencidn biomasa fungica para determinacién del metalaxil mediante HPLC

Aislado Replica | Peso humedo (g) | Peso liofilizado
1 2.10 0.12
2 2.17 0.11
Fol en medio minimo con 100 mg/ml de metalaxil 3 2.12 0.13
4 2.16 0.15
5 2.06 0.15
1 2.14 0.12
2 2.18 0.14
Fol en medio minimo sin metalaxil (control) 3 2.16 0.13
4 2.24 0.14
5 2.21 0.13
1 2.10 0.13
2 2.00 0.09
Fo3 en medio minimo con 100 mg/ml de metalaxil 3 1.40 0.09
4 2.10 0.11
5 1.50 0.08
1 1.70 0.14
2 2.00 0.14
Fo3 en medio minimo sin metalaxil (control) 3 1.90 0.13
4 1.20 0.08
5 1.60 0.12
1 0.80 0.03
2 1.40 0.05
Fo7 en medio minimo con 100 mg/ml de metalaxil 3 1.60 0.09
4 1.50 0.07
5 1.50 0.07
1 1.10 0.08
2 1.30 0.08
Fo7 en medio minimo sin metalaxil (control) 3 1.60 0.09
4 1.70 0.09
5 1.60 0.12
1 1.12 0.19
2 1.99 0.20
GL1804 en medio minimo con 200 mg/ml de metalaxil 3 2.09 0.21
4 2.09 0.15
5 1.98 0.12
1 2.30 0.20
2 1.82 0.17
Gl1804 en medio minimo sin metalaxil (control) 3 1.70 0.16
4 1.70 0.19
5 1.56 0.14
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Capitulo 4. Discusion

Fusarium oxysporum es un hongo fitopatdgeno originalmente encontrado en el suelo que causa marchitez
vascular en mas de 100 especies de plantas, siendo una amenaza para cultivos de importancia agricola
como el platano, los cereales, el tomate, entre otros (Huasini et al., 2018). En el 2007 y 2020 se registraron
pérdidas de 3000 ha y 2500 ha por la marchitez vascular de la zarzamora causada por este hongo
(Hernandez Cruz et al., 2015, Rebollar y Silva., 2021, INIFAP 2022). Su control principalmente se ha basado
en el uso de fungicidas quimicos, organicos, biolégicos y la rotacién de cultivos (Campo, 2014). Sin
embargo, estudios recientes recomiendan un mayor conocimiento del patégeno para generar cultivares
resistentes a la colonizacién de Fusarium y buscar estrategias de control mas efectivas (Rebollar y Silva
2021). Con el propdsito de ampliar el conocimiento sobre caracteristicas como la virulencia y la resistencia
a fungicidas de aislados de Fusarium oxysporum f. sp. mori en México, en este proyecto se evaluaron
dichos parametros en siete aislados recolectados en distintos puntos de los municipios de Periban y Los
Reyes, en el estado de Michoacan. Estos municipios son los mayores productores de zarzamora a nivel

nacional.

Después de realizar los andlisis de virulencia, se observé que de las cepas Fol, Fo3, Fo7 y GL1804; el menos
virulento fue GL 1804 proveniente Santa Cruz en U.S.A, esto a pesar de haber sido previamente reportado
como altamente virulento (Pastrana et al.,2017). Este aislado mostro ejercer en la planta un menor indice
de enfermedad que los aislados Fol, Fo3, y Fo7 provenientes del Estado de Michoacdn, México. Pastrana
y colaboradores en el 2017 reportaron que la cepa GL1804 causé la muerte de la planta de zarzamora en
menos de 60 dias, sin embargo, en este trabajo se observé que la cepa GL1804 causé sintomas importantes
de infeccion (3.5 de indice de enfermedad) a los 75 dias post-infeccién (dpi) pero sin causar la muerte de
la planta. Segun Kraft y colaboradores en 1978 la virulencia esta influenciada por diferentes variables como
el método de inoculacién, la edad de la planta y la temperatura. De igual forma Rebollar y silva en el 2021
evidencian diferentes niveles de virulencia de los aislados de F. oxysporum f. sp. mori, ya que, de 60
aislados, la mayoria mato a la planta en 43 dias, sin embargo, algunos aislados causaron marchitez a los
25 dias y otros a los 45 dias. También estan descritos en la literatura diversas proteinas conocidas como
efectores que estan en Fusarium spp y actian como factores de virulencia tales como poligalacturonasas,
proteasa aspartica, metaloproteasas, glucosa hidrolasa entre otras. De igual manera algunos metabolitos

(toéxinas) producidos por el patégeno (Gutierrez-Sanchez et al., 2023).



33
Los aislados Fo3 y Fo7 presentaron el mismo nivel de virulencia mostrando un indice de enfermedad de
3.79, aunque estos aislados son diferentes y colectados de diferentes puntos de muestreo pueden tener
el mismo genotipo, por lo tanto, su nivel de virulencia es muy similar. Interesantemente estos hongos
fueron aislados en punto cercanos de muestreo y distantes del punto de muestreo donde se aisld el hongo
Fol (Figura 1) el cual mostrd en valor mas alto en el indice de enfermedad, incluso significativamente
mayor al indice de enfermedad cuantificado para la cepa GL1804 (Figura 5), sugiriendo una correlacion
entre los lugares de muestro y los indices de virulencia. Rebollar y Silva en el 2021 presentan informacion
de la influencia de los factores edaficos en la concentracidn de la marchitez vascular en la zarzamora en

algunas areas del valle del municipio de los Reyes.

En previos ensayos de infecciéon en plantas de zarzamora variedad “Tupy” con aislados de F. oxysporum
provenientes del municipio de Los Reyes Michoacdn, se reporté la presencia de los primeros sintomas de
la infeccidn a los 60 dpi y la muerte de las plantas infectadas varios dias después (Hernandez-Cruz et al.,
2020). Sin embargo, en este estudio trabajando con aislados del mismo municipio, solo el aislado Fol causd
la muerte de la mayoria de las plantas (cinco plantas de 7)entre 23 y 27 dias después de la infeccion.
Interesantemente, todos los tallos de las plantas de zarzamora infectadas en este trabajo con los aislados
Fol, Fo3, Fo7 y GL 1804 mostraron flacidez y manchas color café en el interior (Figura 6), una

sintomatologia caracteristica de la infeccién por F. oxysporum (Hernandez Cruz et al., 2015)

Por otra parte, en los ensayos de resistencia a fungicidas en el tratamiento 1, que consistié en inocular los
aislados en medio minimo con fungicidas, se observé que todos los hongos mostraron sensibilidad a el
extracto de gobernadora (Vitaextrae) cuyo componente principal es el acido nordihidroguayarético
(NDGA). Estos resultados son similares a los encontrados por Moreno y colaboradores en el 2011 cuando
a concentraciones de 300 y 500 ppm de NDGA no se observé crecimiento de las colonias de los hongos
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. También, los aislados de F. oxysporum estudiados en este
trabajo presentaron poca resistencia a los fungicidas extractos vegetales (extracto de gobernadora,
extracto de pino, extracto de 4cido citrico), carbendazim, tiabendazol ,triflumizol y dodina. Los aislados de
F. oxysporum provenientes de California mostraron un 20% mas de tolerancia a los extractos vegetales
(extracto de gobernadora, extracto de pino, extracto de acido citrico) que los aislados provenientes de
Michoacdn México. Los resultados de este proyecto concuerdan con los encontrados por Acosta y
colaboradores en el 2022, donde tiabendazol y trifumizol resultaron ser unos de los funguicidas mas
efectivos contra F. oxysporum. Similarmente, Ortiz-Martinez y colaboradores en el 2021 reportan una
tolerancia del 0 % de F. incarnatum al 5 mg/L de tiabendazol. Por otra parte, se observé una tolerancia del

0 al 5%, de Fusarium oxysporum f. sp. mori al carbendazim, lo que concuerda con los datos mostrados por



34
Devkota y colaboradores en el 2021 quienes reportaron una tolerancia del 0% de Fusarium oxysporum f.
sp. lentis a dicho fungicida. Similarmente, se observé que la mayoria de aislados de F. oxysporum
reportados en este trabajo mostraron poca tolerancia, entre el 14 y 41%, al fungicida Switch (cyprodonil y
fludioxonil), lo que concuerda con Pérez-Rodriguez y colaboradores quienes en el 2019 reportaron al

fungicida switch como efectivo en contra de Fusarium sp.

La mayoria de aislados fueron moderadamente resistentes al fosetil-al, captan, pyraclostrobin y boscalid
y fosfito de potasio. Para el fosetil-al se observaron diferencias significativas en la tolerancia entre los
aislados Fol, Fo4, Fo5 procedentes de México con 59.6%, 66.8% y 66,8% de tolerancia respectivamente,
en comparacion con los aislados GL1804 y F3001 provenientes de los U.S.A, que mostraron 45.5% y 44.4%
de tolerancia respectivamente. Shukla et al en el 2024 mostraron porcentajes de tolerancia entre el 33%
y el 50% para diferentes razas de F. oxysporum f. sp. cubense con concentraciones de 150 ppm de fosetil-
al. Sin embargo, en este proyecto considerando las concentraciones de este fungicida utilizados en campo
(Bayer, sf), se utilizaron concentraciones de 6000 ppm del mismo fungicida, observandose porcentajes de
tolerancia entre el 44.5 y el 66.8%, lo que indica una mayor resistencia por parte de los aislados fungicos

estudiados en este proyecto.

Zarate-Ramos et al en el 2021 reportaron una tolerancia del 2.2% en Fusarium incarnatum a 200 ppm de
fungicida captan. Sin embargo, en este trabajo a concentracidon de 5 ppm se observaron porcentajes de
tolerancia entre 37,2% y 67,12 % en la mayoria de aislados procedentes de México. También, Zarate-
Ramosy colaboradores en el 2021 reportaron 100 % de inhibicién a 300 ppm del fungicida mancozeb, pero
contrariamente en este trabajo se observd que la mayoria de aislados presentaron tolerancia a este

fungicida (Figura 8).

Para el fosfito de potasio, se observo entre 50 y 70 % de tolerancia de los aislados de F. oxysporum, los
cuales fueron similares a lo reportado por Acosta y colaboradores en el 2022, quienes reportaron que los
aislados de F. oxysporum f. sp. mori eran resistentes a este fungicida. En medio envenenado con fosfito de
potasio y sin sacarosa se observaron porcentajes de tolerancia superiores al 60 % en la mayoria de los
aislados. Incluso, el aislado Fo2 mostré un mayor crecimiento en el medio envenenado que en el control
(medio sin fungicida), lo que podria sugerir que Fusarium esta utilizando los compuestos de carbono y

nitrégeno presentes en el fosfito de potasio para su crecimiento.

Todos los aislados estudiados presentaron resistencia a los fungicidas mancozeb, metalaxil y aceite de

tomillo. Los resultados obtenidos para el mancozeb, un fungicida multisitio segun el FRAC, difieren de los



35
reportados por Zarate et al en el 2021, donde el mancozeb resulto ser efectivo en condiciones in vitro en
la inhibicion de F. incarnatum, el cual mostré solo 7 % de tolerancia al fungicida. Segun Thind, y Hollomon
2018, no han sido reportados casos de resistencia a los ditiocarbamatos compuesto quimico presente en
el fungicida mancozeb. Sin embargo, Bhaskar y colaboradores en el 2023 reportaron 50% de tolerancia a

mancozeb en aislados de Fusarium oxysporum f. sp. capsici.

Los resultados obtenidos muestran porcentajes de tolerancia superiores al 80 % al fungicida metalaxil.
Estos difieren de los reportados por Mondragon-Flores y colaboradores en el 2022, quienes reportaron de
0 a 20 % de tolerancia en Phytophthora cinnamomi, aungque también hay algunos reportes sobre aislados
de Phytophthora infestans resistentes al metalaxil (Taleb-Hossenkhan y Ibrahim 2015). El metalaxil se ha
usado desde 1970 para el control de Oomycetos fitopatégenos (Matson et al .,2015). Para el control de F.
oxysporum, este agroquimico se ha usado en combinacién con otros fungicidas, mostrando efectos
moderados en el control de la marchitez vascular causada por Fusarium (lbrahim et al., 2023). Ademas, es
importante resaltar que los Oomycetos y los hongos de genero Fusarium, son dos grupos de
microorganismos filogenéticamente muy distantes (Kamoun, 2003) y posiblemente esas diferencias

evolutivas impactan en una respuesta y resistencia diferente al fungicida.

En general, todos los hongos mostraron una menor tolerancia en medio minimo envenenado con
fungicidas y sin sacarosa. Por ejemplo, se observé menor tolerancia de los hongos provenientes de U.S.A
al Fosetil-al, al mancozeb, y al captan, en comparacién con todos los aislados de Michoacan México. Pero
también, se observd una mayor tolerancia de los aislados GL1804 y F3001 de U.S.A al Fubagro y al

tiabendazol, en comparacidn a los aislados de México.

En este proyecto se logré encontrar los fungicidas efectivos contra Fusarium oxysporum f. sp. mori, asi
como aquellos a los que este hongo es resistente. Estos resultados servirdn para futuros proyectos
realizados en campo que permitirdn encontrar estrategias integrales para el control de la marchitez
vascular en zarzamora. También se encontrd que los hongos de F. oxysporum aislados de plantas de
zarzamora con sintomas de marchitez vascular en México, son altamente virulentos. Por ejemplo, el
aislado Fol mostré indices de virulencia significativamente mas altos que los mostrados por el F.
oxysporum f. sp. mori previamente reportados y caracterizados como altamente virulento en los Estados

Unidos.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se demostrd que los F. oxysporum aislados de plantas de zarzamora con sintomas en Michoacdn México,
son mas virulentos, bajo las condiciones probadas, que la cepa GL1804 aislada en California, U.S.A,
catalogada como altamente virulenta. Se observd que el aislado Fol procedente de México, fue

significativamente mas virulento que el resto de los aislados y cepas utilizadas en los ensayos de infeccion.

El fungicida orgdnico extracto de gobernadora en condiciones in vitro es 100% eficaz para el control de F.
oxysporum f.sp. mori al inhibir completamente su crecimiento. Por lo cual, representa una potencial
alternativa para el control de la marchitez vascular de la zarzamora. Sin embargo, se requieren estudios in

vivo para corroborar este resultado en campo.

El fungicida Fubagro en condiciones de laboratorio mostré tener mds de un 90% de efectividad contra F.
oxysporum f. sp. mori, por lo cual se podria recomendar su uso para el control de la marchitez vascular de

la zarzamora. Para validar este resultado, seria recomendable llevar a cabo estudios adicionales en campo.

Los fungicidas quimicos tradicionales como el trifumizol, carbendazim, tiabendazol, dodina mostraron

resultados positivos al inhibir en mds de un 70% a F. oxysporum f. sp. mori en condiciones de laboratorio.

Los fungicidas metalaxil, aceite de tomillo y mancozeb fueron ineficaces en inhibir el crecimiento de F.
oxysporum f. sp. mori en condiciones de laboratorio. Por lo cual, se recomienda dejar de usarlos para

controlar marchitez vascular de la zarzamora.

Los aislados mexicanos presentaron una mayor susceptibilidad a los fungicidas extracto de gobernadora,
carbendazim, trifumizol, extractos vegetales, tiabendazol, dodina, cyprodonil y fludioxonil y una mayor

tolerancia a los fungicidas aceite de tomillo, mancozeb, metalaxil, azoxistrobin.

Se obtuvo la biomasa, el sobrenadante y la solucién de lavado para los aislados Fol, Fo3, Fo7 (100 mg/L),
GL1804 (200mg/L) tratados con metalaxil en medio liquido. El metalaxil fue uno de los fungicidas al que la
mayoria de aislados mostraron tolerancia, y que estad actualmente siendo usado por los productores de
zarzamora en México. Las muestras de este experimento estan siendo analizadas por un servicio externo
de metaboldmica para determinar la cantidad de Metalaxil que es bioacumulado, bio-adsorbido o bio-

absorbido por el hongo.
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Capitulo 6. Recomendaciones

Es importante realizar estudios mas detallados mediante técnicas de microscopia de la colonizacidén de F.

oxysporum f. sp. mori en las raices de la planta de zarzamora.

Para conocer el origen de la resistencia que presentaron los diferentes aislados a algunos fungicidas es
importante realizar estudios de transcriptdmica y gendmica del patosistema de F. oxysporum f. sp. mori

Zarzamora.

Con los datos obtenidos en este proyecto es necesario realizar estudios invivo que permitan tomar las

medidas necesarias en campo para el control de la marchitez vascular de la zarzamora.
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Anexos

Anexo A

Agar de hojas de Clavel (CLA)

Componentesparall

Hojas de clavel 4 a 5 piezas
Agar 20g
Agua destilada 1000ml

Hojas de clavel: se requieren hojas de clavel libres de fungicidas o insecticidas, Si no se consiguen hojas
libres de fungicidas o insecticidas se deben dejar alrededor de 12 horas sumergidas en agua destilada y

luego realizar un proceso de desinfeccidn como se indica a continuacion:

Colocar las hojas en agua con hipoclorito al 1% durante un minuto luego enjuagarlas con agua destilada y

dejarlas en alcohol al 70 % un minuto, finalmente enjuagar con agua destilada.

Después de desinfectar las hojas de clavel se deben cortar en pequefias piezas de aproximadamente 5 a 8
mm, y se deben dejar secar en un horno a 70°C por 3 a 4 horas hasta que queden quebradizas,

posteriormente se colocan en papel aluminio y esterilizan en autoclave a 121°Cy 15 PSI por 20 minutos.

Disolver el agar en el agua, calentar en una plancha de calentamiento con agitacion hasta ebullicion,
esterilizar en autoclave a una temperatura de 121°C y 15 PSI de presion por 20 minutos, dejar enfriar a
mas o menos 50 °C. Distribuir bajo condiciones de esterilidad aproximadamente 4 a 5 piezas de hojas de

clavel en la caja petri y posteriormente servir el agar agua dejar solidificar y guardar.

Medio PDA

Agar papa Dextrosa  15g



Agua

Medio Minimo

Agar

Sacarosa

Sales de Vogel 50X

Agua

Medio Nitratos

NYB

Sacarosa

Nitrato de Potasio

Agua

1L

15¢

15g

2ml

98 ml

136g

24g

8,08g

800 ml
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Anexo B.

Tabla .5 Resultados Infeccidn de plantas de zarzamora con F. oxysporum

Aislado

Planta

Valor-escala de
virulencia

Promedio

Desviacion estandar

Fol

1

5

oo (oo

3.5

4.0

4.64

0.63

Fo3

3.5

3.5

3.5

4.5

3.5

3.79

0.39

Fo7

3.5

3.5

3.5

3.79

0.86

GL1804

WWW|h|w|lO

w
o

35

0.76

Control

NO|O|R[WINPINIO|OIRARWINIRPINIOOIRAIWINIRLINIOO|A|WOINIRPIN/OO|A|W|N

RIRRIR|R|(R|RL |0

1.0
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Anexo C.

Tabla 6. Promedios de crecimiento(cm) de F. oxysporum vs fungicidas

Hongo | Procure T1 | Procure T2 | Derosal T1 | Derosal T2 | Tiabendazol T1 Proud T1 | Proud T2 | Fubagro T1 | Fubagro T2 | Cabrio-c T1 | Cabrio-c T2 | Switch T1 |switch T2 | Dodine T1 | DodineT2 | Manzate T1 | Manzate T2 | Captan T1 | Captan T2 |Jabali T1 |sabali T2 | Metalaxil T1 | Metalaxil T2 i Fosfito de potasio T1 | Fosfito de potasio T2 |
Fol 0.10 050 0.10 0.70 0.10 0.10 430 | 410 0.00 0.00 1.90 0.80 1.80 320 1.00 0.70 3.40 380 230 290 | 290 | 295 377 457 3.02 337 250 3.20 0.00 5.05 | 4.70
Fol 090 030 0.00 0.10 0.20 0.10 450 | 430 0.00 0.00 1.80 1.40 1.00 1.60 0.90 0.00 3.00 4.60 2.10 290 | 302 | 270 4.05 447 3.20 350 252 3.00 0.00 5.00 | 4.90
Fol 0.40 0.20 0.00 0.00 0.80 1.60 460 | 430 0.00 0.00 1.80 130 2.10 1.80 0.90 0.20 4.40 430 2.10 2.80 305 | 240 3.87 467 330 337 250 3.20 0.00 5.00 | 4.90
Fo2 020 0.80 0.10 0.00 2.00 0.10 490 | 400 0.20 1.20 3.00 1.60 1.40 2.00 0.90 0.00 4.60 4.60 3.00 3.00 302 | 227 452 447 445 4.02 215 4.45 0.00 5.00| 437
Fo2 020 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 490 | 440 0.10 0.00 3.00 2.00 1.40 210 1.00 0.00 430 430 3.00 300 | 295 | 267 450 450 4.42 4.00 272 5.00 0.00 4.70| 4.40
Fo2 130 0.20 0.10 0.10 0.10 0.10 470 | 420 0.10 0.00 2.90 1.70 1.60 3.00 0.90 0.00 4.40 4.40 3.0 310 | 325 | 255 450 465 435 4.00 250 5.00 0.00 5.00| 4.42
Fo3 030 130 030 110 0.10 030 490 | 500 0.00 0.00 2.40 2.00 270 390 0.90 030 5.20 4.60 3.70 3.10 297 | 225 3.80 447 435 3.80 3.00 3.75 0.00 5.00 | 5.00
Fo3 0.10 0.10 0.10 0.00 0.10 0.20 480 | 500 0.00 0.00 2.40 1.60 1.60 2.70 1.00 0.00 5.00 430 2.70 320 | 302 | 235 422 4.60 445 3.92 3.00 4.90 0.00 5.00 | 5.00
Fo3 0.10 030 0.10 0.00 0.10 0.10 460 | 430 0.00 0.00 250 160 210 3.10 210 0.00 5.10 440 3.60 290 | 290 | 257 457 4.50 4.10 377 290 4.55 0.00 5.00| 4.92
Fod4 0.90 0.70 0.90 0.50 0.20 0.20 4.60 5.00 0.10 0.00 1.80 2.60 3.20 1.90 1.10 0.60 5.10 5.00 250 3.10 330 2.50 4.47 4.42 3.95 367 2.40 2.05 0.00 5.00 | 4.10
Fo4 0.80 0.50 0.80 0.50 0.20 0.20 4.70 5.00 0.20 0.00 230 2.70 2.90 2.70 0.10 0.70 5.10 4.80 260 3.10 337 247 4.50 4.50 437 350 227 1.77 0.00 5.00 | 4.00
Fo4 0.60 120 0.60 0.00 0.90 0.10 4.90 5.20 0.20 0.00 1.60 2.50 3.00 3.10 1.00 050 5.00 4.90 220 3.00 335 2.50 4.20 4.55 417 3.80 235 217 0.00 5.00 | 5.00
Fos 090 0.70 0.60 0.00 030 0.20 430 | 490 0.00 0.00 2.40 1.60 1.80 3.00 0.90 140 5.00 4.80 250 310 | 315 | 250 450 457 455 4.02 315 4.30 0.00 5.00| 4.72
Fos 0.00 050 0.00 0.10 0.40 030 460 | 470 0.00 0.20 3.00 1.80 2.80 190 0.80 1.60 5.20 4.90 370 260 | 335 | 250 445 455 4.62 3.97 290 4.50 0.00 5.00| 4.52
Fos 0.00 0.80 0.00 0.00 030 0.20 470 | 420 0.00 0.20 2.40 1.90 170 2.60 1.00 0.00 5.00 5.00 2.60 290 | 352 | 242 445 435 445 412 2.80 4.45 0.00 5.00| 4.55
Fo 0.00 0.70 0.00 0.00 0.20 030 500 | 440 0.00 0.00 2.60 150 1.60 170 1.00 0.10 5.40 4.90 0.40 300 | 232 | 240 455 4.40 4.07 355 260 4.90 0.00 4.62| 4.52
Fo 0.00 0.87 0.00 0.00 0.10 030 490 | 480 0.00 0.00 2.80 2.00 3.20 2.40 0.80 050 5.40 5.00 2.80 300 | 225 | 237 4.60 457 425 345 262 5.00 0.00 5.00| 4.57
Fo 0.00 1.00 0.60 0.00 0.20 0.00 470 | 410 0.00 0.00 2.90 120 4.00 210 1.00 0.00 5.20 5.00 2.40 300 | 235 | 222 470 452 4.15 335 270 4.90 0.00 5.00| 4.57
Fo? 0.10 050 0.00 030 0.10 0.10 500 | 420 0.00 0.00 2550 150 150 210 1.00 0.00 5.10 450 2.40 280 | 310 | 215 437 450 422 4.02 250 3.67 0.00 5.00| 4.67
Fo7 020 1.00 0.00 0.00 0.20 0.10 500 | 430 0.00 0.00 2.70 1.70 1.40 250 0.90 0.40 4.80 5.00 2.00 260 | 325 | 212 4.40 457 3.92 4.00 250 3.57 0.00 5.00| 4.67
Fo7 0.10 0.10 0.00 0.00 0.10 0.20 500 | 470 0.00 0.00 2.90 1.60 2.10 230 1.00 0.60 4.80 4.40 2.20 290 | 307 | 212 450 457 357 4.00 2.40 3.70 0.00 5.00| 4.70

GL1804| 000 0.00 0.00 0.00 145 1.00 452 | 480 118 026 1.70 0.90 078 180 140 065 3.20 0.00 0.20 020 | 240 | 182 412 4.37 290 3.15 345 372 0.00 5.00]| 4.62

GL1804|  0.00 0.00 0.00 0.00 120 0.90 4.62 4.60 110 034 1.00 130 0.70 126 120 035 3.50 0.00 0.46 0.40 2.10 175 4.62 4.40 2.70 2.90 337 4.65 0.00 5.00 | 4.70

GL1804|  0.00 0.00 0.00 0.00 110 0.90 4.60 4.90 1.05 035 1.26 130 0.68 1.70 130 0.60 3.50 0.00 0.20 1.50 232 1.65 4.17 4.42 2385 317 3.47 5.00 0.00 5.00 | 4.70

3001 0.00 0.00 0.00 0.00 130 0.00 4.82 5.00 1.80 1.20 1.76 072 0.83 195 1.40 085 3.88 050 116 025 215 0.00 4.62 4.55 3.03 212 335 5.00 0.00 5.00 | 4.67
F3001 | 000 0.00 0.00 0.00 1.20 0.00 477 | s00 110 120 1.66 0.90 090 150 166 075 368 0.00 1.06 040 | 222 | 0.00 435 445 3.00 330 330 5.00 0.00 5.00| 5.00
F3001 | 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 492 | s00 1.70 1.50 1.60 0.90 085 190 1.80 0.80 430 0.00 1.40 040 | 227 | 0.00 445 457 3.0 315 285 4.40 0.00 5.00 | 5.00
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Anexo D.

Tabla 8. Aislados con diferencias significativas Tratamiento 1

Fungicida Aislados con diferencias significativas
Fo3y Fo4
Trifumizol Fo4y Fo7

Fo4 y GL1804, F3001

Extractos vegetales

Fola Fo7y 1804, 3001

Tiabendazol

Fol, Fo3, Fo4, Fo5, Fo6, Fo7 y GL1804

Fo2y Fo3, Fob, Fo7

Fo3y GL1804, F3001

Dodina

Fo3y Fo4

Fo4, Fo5y F3001

Cyprodinil and Fludioxonil

Foly Fo4

Foly Fo6

Fola Fo7y GL1804

Foly F3001

Fo2y Fo3, Fo4, Fo6

Fo3y Fo4, Fob

Fo3 a Fo7y F3001

Fo4y Fo5, Fo7

Fo5y Fo6

Fo6y Fo7

Captan

Foly Fo2, Fo3, Fo5

Fola Fo7y GL1804

Foly F3001

Fo2y Fo4, Fo6,Fo7

Fo2y F3001

Fo3y Fo4,Fo6,Fo7

Fo3y F3001

Fo4 y Fo6

Fo4y F3001

Fo5y Fo6, Fo7

Fo5y F3001

Fo7y F3001

GL1804 y F3001

Pyraclostrobin and Boscalid

Foly Fo2, Fo3, fo5, Fo6, Fo7

Fo2y Fo3

Fo2y Fo4

Fo2, Fo3, Fo5, Fob, Fo7y GL1804

Fo2y F3001

Fo3y F3001

Fo4y Fo5, Fo6, Fo7

Fo5y F3001

Fo6y F3001

Fo7y F3001

Fosfito de potasio

FolyGL1804

Fo2y GL1804

Fo3y Fo4

Fo4y Fo5

Fo4y GL1804

Fo4y F3001

Fo6 y GL1804

Fo7y GL1804

Fosetil-al

FolaFo7 yFo6

Foly F3001

Fo2y GL1804

Fo2y F3001

Fo3y F3001

Fo4y GL1804

Fo4y F3001

Fo5 y GL1804

Fo5y F3001

Fo7yGL1804

Fo7y F3001

Azoxistrobin

FolyFo2a Fo7

Fo2y Fo7

Fo2 a Fo7 y GL1804

Fo2 aFo7yF3001

Fo5y Fo7
FolyFo2
Metalaxyl Foly Fo6
FolyFo2a Fo7
Mancozeb Fo2 a Fo7 y GL1804

Fo2 a Fo7 y F3001




Anexo E

Tabla 9. Aislados con diferencias significativas Tratamiento 2

Fungicida Aislados con diferencias significativas
Fola Fo7yFo6
Trifumizol Fody GL1804
Fo4 y F3001

Fo6 y GL1804, F3001

Extractos vegetales

FolaFo7vs 3001

GL1804 y F3001

Tiabendazol

Fo2 a Fo7 vs GL1804

GL1804 y F3001

Dodina

Foly Fo5

Fo2y Fo4d

Fo2 y Fo5

Fo2 y F3001

Fo3y Fo5

Fo5y Fo6

Fo5y Fo7

Cyprodinil and Fludioxonil

Foly Fo3

Fo2y Fo3

Fo2 y GL1804

Fo2 y F3001

Fo3y Fo5, Fo6, Fo7

Fo3y GL1804, F3001

Fo4 y GL1804, F3001

Fo5 y GL1804, F3001

Captan

Fola Fo7y GL1804, F3001

Fo2 y GL1804, F3001

Pyraclostrobin and Boscalid

Foly Fo2, Fo4, FO5,

Fo2y Fo4

Fo2 y GL1804, F3001

Fo3y Fo4, Fo7

Fo3y F3001

Fo4 y Fo5, Fo6, FO7

Fo4 y GL1804, F3001

Fo5y F3001

Fo6 y F3001

Fo7y F3001

Fosfito de potasio

Foly Fo2, Fo3, Fo4, Fo5, Fo6, Fo7

Foly GL1804

Foly F3001

Fo2y Fo4, Fo7

Fo3yFo4

Fody Fo5

Fo4y Fo6, Fo7

Fo4 y GL1804, F3001

Fo5y Fo7

Fo6y Fo7

Fo7y GL1804, F3001

Foly GL1804, F3001

Fosetil-al

Fo2 y GL1804, F3001

Folvs GL1804, F3001

Fo3y F3001

Fo4 y GL1804, F3001

Fo5 y GL1804, F3001

Fo6 y F3001

Fo7y F3001

GL1804 y F3001

Azoxistrobin

Foly Fo2, Fo4, Fo5, Fo7

Fo2y Fo3, Fob

Fo2 y GL1804, F3001

Fo3y F3001

Fo4y GL1804, F3001

Fo5y Fo6

Fo5y GL1804, F3001

Fo6 y F3001

Fo7y GL1804, F3001

Mancozeb

FolaFo7 y GL1804, F3001
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Anexo F
Tabla 10. Datos para la obtencién de la curva de crecimiento de F. oxysporum 3
Tiempo Replica Pesolg) Media pesolg) | D.E tatal mg/ml Media Proteina total | D. Estandar proteina total

24 1 0.05 0.45

Z 0.09 212

3 0.06 0.07 0.02 298 1.85 1.29
48 1 1.45 79.75

Fi 1.56 82.37

3 2,29 1.77 0.46 98.00 B6.71 9.87
12 1 171 87.36

2 1.66 71.00

3 205 181 0.21 94.40 84.25 1201
96 1 2.05 38.34

2 188 35.96

3 1.88 1.94 0.10 32.86 35.72 2.75
120 1 093 21.00

2 0.78 1217

3 1.22 0.98 0.22 26.60 19.92 7.28
144 1 1.12 25.09

2 0.78 12.42

3 0.71 0.87 0.22 15.19 17.57 6.66




