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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. El sindrome de la muerte subita causado por Fusarium virguliforme (Fv)
y el moho blanco causado por Sclerotinia sclerotiorum (Ss) son de las enfermedades mas
importantes de soya, en cuanto a pérdidas de rendimiento en el norte de USA. Pocos estudios han
estimado el ECsg del fungicida pidiflumetofeno para el crecimiento micelial de aislados de Fv y Ss
de Iowa, asi como el ECsj para la produccion de esclerocios de Ss.

Desarrollo Experimental. Papa dextrosa agar (PDA) a 1/3 de su concentracion fue suplementado
con Saltro® (pidiflumetofeno 41.7 %) en 0.0008, 0.0042, 0.0083, 0.0417, 0.0834, 0.8340 y 834 ppm
a partir de diluciones en serie. Los aislados fueron incubados en oscuridad a 25 °C. Los aislados de
Fv fueron evaluados a los 7 dias y los de Ss a las 48 h de inoculados, midiendo el crecimiento radial.
El ntimero y peso seco de los esclerocios fueron registrados a los 21 dias de incubacion.

Resultados. Los valores absolutos del ECsy del pidiflumetofeno para el crecimiento micelial de Fv
fueron 0.045 y 0.048 ppm. El aislado contemporaneo (FV-RD-0024; colectado en el afio 2024) e
historico (NE205; colectado en el afio 2006 —aiios antes de la introduccion de pidiflumetofeno en
el mercado), ambos presentaron un ECsy para el crecimiento micelial en el rango de la linea base
(0.04-0.24 ppm) en USA. Los valores de ECsyo para el crecimiento micelial de los aislados
contemporaneos de Ss presentaron un rango de 0.011 a 0.046 ppm, el cual esta dentro de la linea
base de hospedantes de soya y de no soya, de China. Las concentraciones de 0.834 y 834 ppm fueron
estadisticamente diferentes (sin produccion de esclerocios) al testigo, el cual presentd 14.6
esclerocios 'y 0.066 g.

Conclusion. Los valores de ECs del crecimiento micelial de los aislados de F. virguliforme de lowa
estan en el rango de reportes previos en USA. Los valores de ECso del crecimiento micelial de los
aislados de S. sclerotiorum de lowa estan en el rango de reportes previos fuera de USA.
Pidiflumetofeno tiene el potencial efecto de disminuir la produccion de esclerocios, pero son
necesarios mas estudios.

Palabras clave: ECs del crecimiento micelial, ECsy del nimero de esclerocios, ECso del peso seco
de esclerocios, MIC
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INTRODUCCION

Estados Unidos es el segundo mayor productor de soya (Glycine max) en el mundo, con
Iowa como contribuyente clave en el Medio Oeste (USDA-NASS, 2022). [owa figura como
el segundo estado con mayor produccion de soya, con un rendimiento de 15.59 millones de
toneladas métricas en 3.97 millones de ha (USDA-NASS, 2022). El sindrome de muerte
subita (SMS), causado por Fusarium virguliforme, y el moho blanco (MB), causado por
Sclerotinia sclerotiorum, son la segunda y tercera enfermedad mas impactantes que
contribuyen a la pérdida de 0.81 y 0.71 millones de toneladas métricas en rendimientos de
soya, respectivamente, en el norte de EEUU (CPN, 2025b).

Los esclerocios son estructuras flingicas producidas por miembros de la familia
Sclerotiniaceae. La incidencia de la enfermedad puede verse reducida de forma
significativa si se previene la formacion de esclerocios o si son destruidos en el suelo o en
residuos de plantas (Xia et al., 2019). Estudios anteriores han estudiado la produccién de
esclerocios de moho blanco en el campo tras aplicaciones de fungicidas (Miorini ef al.,
2017; Vieira et al., 2003). Asimismo, otros estudios han investigado el impacto del los
fungicidas de benzovindiflupir y flusilazol en la produccion in vitro de esclerocios de MB
(Huang et al., 2019b; Lu et al., 2015).

El Pidiflumetofeno es un fungicida de segunda generacion del grupo 7 de inhibidores
de succinato deshidrogenasa (SDHI)-(FRAC) (FRAC, 2024), conocido por su actividad de
amplio espectro contra una amplia gama de patogenos vegetales (Duan et al., 2019; Huang
et al., 2019a). Ha sido etiquetado para su uso en soya en EEUU desde 2019, tanto como en
tratamiento para semillas (Kandel et al., 2019), como en formulaciones comerciales
premezcladas para aplicacién foliar para el manejo de enfermedades como SMS y MB. Si
bien la investigacion sobre la sensibilidad a los fungicidas en los aislados estadounidenses
de Fv y Ss ha sido limitada, el pidiflumetofeno ha demostrado ser eficiente contra Fusarium
graminearum (de trigo, maiz, frijol seco y soya), Cercospora sojina y Corynespora
cassiicola (de soya) en EEUU, Sclerotinia sclerotiorum de colza, pepino, tomate,
berenjena, alubia roja, pimienta y calabaza en China (Breunig y Chilvers, 2021; Duan ef
al., 2019; Huang et al., 2019a; Neves y Bradley, 2021; Xu et al., 2020), Botrytis cinerea
de tomate en China (Li et al., 2022) y Bipolaris maydis de maiz en China (Sun ef al., 2024).

El paquete “drc” (Ritz et al., 2015) fue escrito explicitamente para estimar relaciones
de dosis-respuesta a lo largo de muchas disciplinas, incluida la fitopatologia. Se trata de un
paquete robusto que describe relaciones dosis-respuesta simétricas y asimétricas, incluidas
las que describen efectos horméticos (Knezevic et al., 2007). Una curva dosis-respuesta
simétrica describe las relaciones que se pueden modelar, presentando simetria alrededor de
un punto de inflexion, mientras que las curvas dosis-respuesta asimétricas no tienen esta
propiedad (Noel et al., 2018). Para estimar la ECso, los modelos de dosis-respuesta por lo
general usan los siguientes parametros: la asintota superior, la asintota inferior y la
inclinacion (Noel et al., 2018). Asi, hay dos definiciones que describen la ECso: relativa y
absoluta. La ECs relativa es el punto de inflexion en una curva de dosis-respuesta, mientras
que la ECso absoluta es la concentracion en la cual ocurre 50 % del crecimiento méaximo
(mas consistente con la ECsy definida por FRAC; Noel ef al., 2018).

El objetivo fue estimar la ECsy absoluta para el crecimiento micelial de Fusarium
virguliforme de lowa, asi como determinar los valores de ECs absoluto tanto para el
crecimiento micelial y para la produccion esclerotica de Sclerotinia sclerotiorum de lowa.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Preparacion de los medios. Se prepar6 dextrosa papa agar (PDA) a un tercio de su
concentracion disolviendo 1.3 g de PDA (Difco Laboratories, Detroit, MI) y 1.0 g de agar
(Bacto Laboratories, NSW, Australia) en 100 mL de agua destilada. El medio se esterilizo
en autoclave por una hora. Una solucion madre de Saltro® (pidiflumetofeno 41.7 %,
Syngenta; concentrado fluido formulado para tratamiento de semillas) a 417,000 ppm se
diluyé con agua destilada estéril y se incorporé al medio PDA a 50 °C para obtener
concentraciones finales de 0.0008, 0.0042, 0.0083, 0.0417, 0.0834, 0.8340 y 834 ppm
mediante dilucion seriada estdndar. ElI medio sin fungicida fungié como el testigo. Los
medios suplementados se agitaron con cuidado y se vertieron en placas de Petri de 10 cm
de diametro. Para mantener la consistencia se dispensaron 20 mL de medio en cada placa
usando un tubo Falcon estéril (Fisher Scientific, Waltham, MA).

Aislados fangicos, inoculacion e incubacion. Se obtuvieron aislamientos monosporicos
de plantas de soya que presentaban sintomas tipicos de SMS, mediante un medio de Nash
y Snyder modificado con el procedimiento de Cho et al. (2001). Los aislamientos de F.
virguliforme fueron identificados morfoldgicamente y molecularmente mediante el
procedimiento de Chilvers y Brown-Rytlewski (2010). Se obtuvieron islamientos de S.
sclerotiorum de un Ginico esclerocio proveniente del tallo de la planta de soya con sintomas
de MB durante la época de cosecha, siguiendo el procedimiento de Otto-Hanson et al.
(2011). Los aislamientos de S. sclerotiorum crecieron rapidamente con micelios aéreos
color blanco algodoén y formaron esclerocios irregulares en la orilla de la placa de Petri.

Se usaron un total de dos aislamientos de F. virguliforme y tres de S. sclerotiorum
(Cuadro 1). Los aislamientos historicos son considerados aislamientos colectados antes de
la introduccién de pidiflumetofeno en el mercado (2019) (Fv1"™), mientras que los
aislamientos contemporaneos son considerados aislamientos colectados en la actualidad y
después de la introduccion del pidiflumetofeno en el mercado (2019). Se lograron obtener
aislamientos historicos para F. virguliforme, pero no para S. sclerotiorum. Se usaron
cultivos de F. virguliforme (siete dias después de la inoculacion, DDI) y S. sclerotiorum
(48 horas después de la inoculacion, HDI) en crecimiento con PDA de 1/3 de su
concentracion. Se tomaron discos de agar (0.6 cm de didmetro) del borde de la colonia y se
colocaron al centro de placa con medio suplementado. Las placas se sellaron con cinta
plastica parafilm® (Amcor corporate, Ziirich, Suiza) y se colocaron en una incubadora a 25
°C y en la oscuridad. Después del periodo de incubacion (7 DDI para F. virguliforme y 48
HDI para S. sclerotiorum), las placas se escanearon para cuantificar el crecimiento micelial
a400 dpi con un fondo azul y una pequefia regla como escala—sin remover la cinta plastica.
Se midieron los diametros de las colonias (ecuatorial y polar) mediante ImageJ (National
Institutes of Health, Bethesda, MD) y las placas de S. sclerotiorum se mantuvieron por mas
tiempo a 25 °C en la oscuridad.

Produccion de esclerocios. Las placas ya mencionadas de S. sclerotiorum se incubaron a
25 °C en la oscuridad por 21 dias para permitir la formacion de esclerocios. Se recolectaron
todos los esclerocios de cada placa, se secaron en un horno a 50 °C por 48 horas, se contaron
y pesaron, siguiendo el procedimiento de Lu ef al. (2015).

Analisis de datos. Los valores de ECs para el crecimiento micelial de ambos hongos (F.
virguliforme y S. sclerotiorum) y para la produccion esclerdtica de S. sclerotiorum se
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estimaron mediante el ajuste de tres modelos: los modelos de respuesta a dosis log-logistico
de tres parametros (LL.3), log-logistico de cuatro parametros (LL.4), y Weibull de cuatro
parametros tipo I (W1.4) y tipo I (W2.4), usando el paquete “drc” en R (Ritz et al., 2015).
El modelo de mejor ajuste fue seleccionado con base en el Criterio de Informacion de
Akaike (AIC, por sus siglas en inglés), pruebas F para la falta de ajuste y examen de la
varianza residual, de acuerdo con Noel et al. (2018), usando la funcidon “mselect” del
mismo paquete. Todas las concentraciones de fungicidas, incluidos el testigo, tuvieron tres
réplicas por placa con medio (unidad experimental). Las placas Petri se incubaron en un
disefio completamente aleatorio y el experimento se llevé a cabo dos veces. Se realizaron
analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de la diferencia minima significativa de
Fisher (LSD) usando el paquete “agricolae” (de Mendiburu, 2023). Todos los analisis de
datos se llevaron a cabo en R studio (R Development Core Team, 2024).

Los modelos mejor adaptados para el crecimiento micelial fueron el Weibull tipo II
(W2.4) para Fvl y el log-logistico de cuatro parametros (LL.4) para Fv3. Para S.
sclerotiorum, 1os mejores modelos fueron W2.4 para Ss1 y Weibull tipo [ (W1.4) tanto para
Ss2 como para Ss4 (Cuadro 1). Los valores ECso absolutos de pidiflumetofeno para el
crecimiento micelial de aislamiento de F. virguliforme fueron 0.045 ppm (Fvl) y 0.048
ppm (Fv3) (Cuadro 1). Para S. sclerotiorum, los valores ECsg absolutos para el crecimiento
micelial oscilaron de 0.011 a 0.046 ppm (Cuadro 1).

El aislamiento Ss2 no produjo esclerocios en el testigo y por ello fue excluido de
subsecuentes analisis de esclerocios. Los modelos mejor adaptados para el niimero de
esclerocios y de peso seco fueron LL.3 para Ss1 y Ss4. Los valores ECso absolutos para el
numero de esclerocios oscilaron entre 0.004 y 0.019 ppm, y para esclerocios de peso seco,
entre 0.101 y 0.137 ppm (Cuadro 1).

El aislamiento historico F. virguliforme Fvl (NE305) present6 un menor valor ECso que
el aislado contemporaneo Fv3 (FV-RD-0024), lo que indica una mayor sensibilidad al
pidiflumetofeno, como era de esperarse. Cabe destacar que las concentraciones mas altas
evaluadas (0.834 y 834 ppm) no inhibibieron por completo el crecimiento micelial de F.
virguliforme (Figura 1).

e - - . Wi 5
TESTIGO 0.0008 ppm 0.0042 ppm 0.0083 ppm  0.0417 ppm 0.0834 ppm 0.834 ppm 834 ppm

s S o

Figura 1. Aislados de Fusarium virguliforme en placas Petri con PDA a 1/3 de su concentracion, incubados a 7 dias después de la
inoculacion (DDI) en oscuridad a 25 °C. Placas Petri suplementadas con el fungicida pidiflumetofeno en dilucion seriada. A)
Aislado Fusarium virguliforme Fvl (NE305); B) Aislado Fusarium virguliforme Fv3 (FV-RD-0024).

Se observo un efecto significativo de la concentracion de pidiflumetofeno sobre el
nimero de esclerocios (p < 0.001). Las concentraciones de 0.0042, 0.0083, 0.0417, 0.0834,
0.834 y 834 ppm redujeron el nimero de esclerocios de forma significativa en comparacion
con el testigo (14.6 esclerocios). Las concentraciones mas altas, 0.834 y 834 ppm,
resultaron en los conteos de esclerocios mas bajos registrados (0) en el estudio (Cuadro 2;
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Cuadro 1. Aislados de Fusarium virguliforme (Fv) y Sclerotinia sclerotiorum (Ss) usados en el estudio, incluyendo sus
antecedentes y su estimado ECso valor absoluto por variable de las placas de Petri suplementadas con el fungicida
pidiflumetofeno (Saltro®; Syngenta) a 0.0008, 0.0042, 0.0083, 0.0417, 0.0834, 0.8340, y 834 ppm mediante dilucién
seriada. El aislado Ss2 (#630) muestra solo un modelo, ya que no produjo esclerocios en el testigo.

Figura 2). Debido a una notable variacion en el numero y tamaio de los esclerocios dentro
del mismo tratamiento, el peso seco de los esclerocios también se evalué como una variable
mas consistente. La concentracion de pidiflumetofeno también tuvo un efecto significativo
sobre el peso seco de los esclerocios (p < 0.001), con concentraciones de 0.834 y 834 ppm,
lo cual redujo el peso seco de los esclerocios de forma significativa (0 g) en comparacion

con el testigo (0.066 g) (Cuadro 2; Figura 2).

Hongo 1D Aislado ECs™ SEM  ECs,¥  SEN ECs,” SEP Modelo  Ubicacién  Afio de
(ppm) (ppm) (ppm) de colecta  colecta
NE305 W2.4Md
(Gongora-
Fusarium his  Canul et al.,
virguliforme Fvl 2012) 0.045 0.004 - - - - Nevada 2006
Mueller’s
lab
_RD- Mb
. F Fy3eon FV-RD 0.048 0.006 - - - - LL4 Roland 2024
virguliforme 0024
W2 .4Md;
s Leandro’s LL.3Ne “SR en
g Ssi lab WM- 0.011 0.001  0.004  0.005 0.101 0.014 LL.3Pa SR
sclerotiorum : Iowa
2024
#630 W1.4Me
S. SR en
sclerotiorum Ss2 Mueller’s 0.046 0.004 - - - - Towa 2020
lab
W1.4Me;
S'. Ss4 WM-CO- 0.041 0.005 0.019 0.012 0.137 0.019 LL.3Na Colo 2024
sclerotiorum 0024 LL 3D

his Ajslado historico=Colectado antes de la introduccién de pidiflumetofeno al mercado; *"Aislado contemporaneo = Colectados
en la actualidad y después de la introduccion del pidiflumetofeno en el mercado; MCrecimiento micelial> Nnimero de
esclerocios; PPeso seco de esclerocios.

SE = Error Standard; *Log-logistico de tres parametros (curva simétrica); "Log-logistico de cuatro pardmetros (curva simétrica);

*Weibull tipo I de cuatro parametros (curva asimétrica); ‘Weibull tipo II de cuatro pardmetros (curva asimétrica). “SD= Sin
Registro

Cuadro 2. Promedio en el nimero y peso seco de los esclerocios producidos por aislados de Sclerotinia sclerotiorum Ssl
(WM-2024) y Ss4 (WM-CO-0024) incubados por 21 dias en oscuridad a 25 °C. Las placas Petri suplementadas
con el fungicida pidiflumetofeno. Variables entre ambos aislados fueron combinadas.

“Concentraciones con la misma letra no son significativamente diferentes en la prueba de diferencia minima significativa de

Concentracion (ppm) Numero de  Grupos* Peso seco de Grupos”
esclerocios esclerocios (g)

0 14.600 a 0.066 a

0.0008 10.00 ab 0.071 a

0.0042 7.167 b 0.068 a

0.0083 7.333 b 0.064 a

0.0417 7.333 b 0.057 a

0.0834 8.667 b 0.051 a

0.834 0 c 0 c

834 0 c 0 c

Fisher (LSD) en p<0.05
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Figura 2. Crecimiento micelial y produccion de esclerocios en placas Petri de Sclerotinia sclerotiorum incubados en oscuridad a 25
°C. Placas Petri suplementadas con el fungicida pidiflumetofeno en dilucion seriada. A) Diagrama de caja. B) Imagen en la
cual un mismo aislado se encuentra en la misma fila con diferentes concentraciones que se incrementan de izquierda a
derecha. Paneles B-I to B-1II: Crecimiento micelial a las 48 horas después de la inoculacion (HDI); B-I) Aislado Sclerotinia
sclerotiorum Ss1 — etiquetado WM 1 (WM-2024); Aislado Sclerotinia sclerotiorum Ss2 — etiquetado WM2 (#630); B-III)
Aislado Sclerotinia sclerotiorum Ss4 — etiquetado WM4 (WM-C0-0024); Panel B-IV: Produccion de esclerocios a los 21
dias de incubacion (DDI); B-1V) Aislado Sclerotinia sclerotiorum Ss4 (WM-CO-0024).
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El pidiflumetofeno redujo el crecimiento micelial de Fusarium virguliforme. Los
valores de crecimiento micelial ECso para F. virguliforme en este estudio (0.045-0.048
ppm) se encuentran dentro del rango previamente reportado de 0.011-0.4602 ppm para los
aislamientos de soya en EE. UU. (Hamilton et al., 2024; Olaya et al., 2021). Los modelos
de mejor ajuste para el crecimiento micelial fueron de tipo cuatro parametros: las
distribuciones Weibull tipo II (asimétrica) y el log-logistico (simétrica). El uso del modelo
Weibull tipo II es consistente con Hamilton et al. (2024), quienes estudiaron el mismo
hongo e ingrediente activo. Sin embargo, su concentracion maxima probada fue de 100
ppm, mientras que este estudio usé concentraciones de hasta 834 ppm. La diferencia puede
ser atribuida al uso de una formula comercial, mientras que Hamilton et al. (2024) us¢ el
ingrediente activo puro. No obstante, las concentraciones mas altas probadas en este
estudio (0.834 y 834 ppm) no pueden ser consideradas como la minima concentracion
inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés).

El aislamiento historico Fvl (NE205), colectado en 2006—antes de la introduccion de
pidiflumetofeno en EEUU—y el aislamiento contemporaneo Fv3 (FV-RD-0024)
presentaron valores ECso de 0.045 y 0.048 ppm, respectivamente. Ambos valores se
encuentran dentro del rango linea base de 0.04—0.24 ppm para aislamientos no expuestos
en EEUU (Hamilton et al., 2024).

El pidiflumetofeno también tuvo un efecto sobre el crecimiento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum. Los valores ECso obtenidos en este estudio se encontraron dentro de los
rangos de la linea base reportados anteriormente: 0.0058-0.09 ppm (aislamientos
provenientes de soya; Duan et al., 2019) y 0.0015-0.0350 ppm (aislamientos no
provenientes de soya—de seis cultivos diferentes; Huang ef al., 2019a), ambos de China.
Sin embargo, vale la pena resaltar que Huang et al. (2019a) usaron un medio liquido para
realizar pruebas in vitro, mientras que el presente estudio usé medio solido. Los modelos
de mejor ajuste para el crecimiento micelial de S. sclerotiorum fueron las distribuciones
W1.4 y W2.4 (asimétricas), aunque estos tipos de modelo no se reportaron en estudios
previos usando este hongo y fungicida, lo cual limit6 las comparaciones directas.

Ademas de inhibir el crecimiento micelial, el pidiflumetofeno redujo la produccion de
esclerocios de manera significativa en S. sclerotiorum. Los valores ECs para el nimero de
esclerocios y peso seco (0.004-0.019 ppm y 0.101-0.137 ppm, respectivamente) se
traslapan con los rangos reportados por Gao et al. (2020) en China para los aislamientos
linea base que no provienen de soya (valores ECso promedios de 0.023 ppm para nimero y
0.003 ppm para el peso seco). En el presente estudio, el nimero de esclerocios se redujo de
forma significativa a partir de 0.0042 ppm, mientras que el peso seco de los esclerocios se
redujo de forma significativa a partir de 0.834 ppm. Estos resultados son consistentes con
hallazgos previos de que las concentraciones de entre 0.2 y 0.8 ppm reducen tanto el
numero y el peso seco de los esclerocios con el uso de benzovindiflupyr, otro fungicida
SDHI de segunda generacion (Huang et al., 2019b). Con base en nuestros resultados, la
concentracion inhibitoria esclerdtica in vitro parece ser 0.834 ppm.

Los valores ECs para el crecimiento micelial de aislamientos de Fusarium virguliforme
de Iowa se encuentran dentro del rango previamente reportado para los aislamientos de
soya de EEUU (Hamilton et al., 2024; Olaya et al., 2021). Asimismo, los valores ECs para
aislamientos de Sclerotinia sclerotiorum de lowa son consistentes con los reportados para
los aislamientos de afuera de EEUU (Duan et al., 2019; Huang et al., 2019a). Estos
hallazgos sugieren que el pidiflumetofeno tiene el potencial de reducir la produccion
esclerdtica, una importante estructura de sobrevivencia en el ciclo de la enfermedad de S.
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sclerotiorum. Por lo tanto, se requieren estudios adicionales en condiciones de campo (in
planta) para evaluar su efectividad en interrumpir la progresion de la enfermedad al afectar
la formacion de esclerocios. Este estudio no evaluo los efectos ambientales o los efectos
sobre organismos no objetivo del pidiflumetofeno, los cuales deberian ser abordados en
investigaciones futuras. Las formulas comerciales de fungicidas con este ingrediente activo
(7 %) mezclado con mas ingredientes activos se encuentran etiquetados para su aplicacion
foliar sobre el cultivo de soya para el manejo de S. sclerotiorum en EEUU (CPN, 2025a).

CONCLUSIONES

Los valores de EC50 del crecimiento micelial de los aislados de F. virguliforme de lowa
estan en el rango de reportes previos en USA. Los valores de EC50 del crecimiento micelial
de los aislados de S. sclerotiorum de lowa estan en el rango de reportes previos fuera de
USA. Pidiflumetofeno tiene el potencial efecto de disminuir la produccion de esclerocios,
pero son necesarios mas estudios. Hasta donde sabe, esta es la primera vez que se reporta
una estimacion del ECs de pidiflumetofeno tanto en el crecimiento micelial y la produccion
de esclerocios de aislamientos de soya de S. sclerotiorum de EEUU.

Limitaciones

Este estudio de sensibilidad de fungicida se basé en un niimero limitado de aislamientos
fingicos. Como tal, se recomienda tener precaucion al extrapolar estos resultados a
poblaciones mas amplias. Un tamafio de muestras mas grande en estudios futuros
fortaleceria las conclusiones y brindaria datos de referencia mas robustos para el monitoreo
de la resistencia.
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