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Resumen

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo de relevancia alimentaria y econémica en
México y particularmente en el estado de Sinaloa, con una produccion aproximada de
172,238.91 t. Sin embargo, su produccion se ve limitada por enfermedades como el moho
blanco, ocasionado por Sclerotinia sclerotiorum, patégeno que puede provocar pérdidas
significativas de hasta 30-50 % bajo condiciones ambientales favorables. El presente
estudio tuvo como objetivo evaluar la sensibilidad in vitro de 16 aislados de Sclerotinia
sclerotiorum al fungicida metil tiofanato. Los aislados fueron obtenidos en zonas
productoras de frijol de los municipios de Ahome y Guasave, Sinaloa, y se evaluaron
mediante bioensayos de crecimiento micelial en medio papa dextrosa agar suplementado
con concentraciones de 0.05 a 7.5 pg-mL™ del ingrediente activo. Los resultados
evidenciaron una respuesta diferencial entre aislados; a 2.5 pg-mL™, el crecimiento micelial
relativo promedio se redujo a aproximadamente 49 %. Algunos aislados presentaron
inhibicion total del crecimiento (100 %), mientras que otros mantuvieron desarrollo micelial
incluso en las concentraciones mas altas evaluadas. El andlisis estadistico mostro
diferencias significativas entre el tratamiento control y las concentraciones mas altas del
fungicida (p < 0.05). Esta variabilidad sugiere posibles diferencias fenotipicas asociadas a
variaciones en la sensibilidad al fungicida. En conclusion, aunque el metil tiofanato
evidenci6 efectividad in vitro, la presencia de aislados con menor sensibilidad resalta la
necesidad de estrategias de manejo integrado que incluyan rotacion de modos de accion y
monitoreo constante de sensibilidad para fortalecer la sostenibilidad del cultivo en regiones
productoras de frijol.
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Abstract

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a crop of major nutritional and economic
importance in Mexico, particularly in the state of Sinaloa, where an annual production of
approximately 172,238.91 t is reported. However, production is constrained by diseases
such as white mold, caused by Sclerotinia sclerotiorum, a pathogen that can cause yield
losses of 30-50 % under favorable environmental conditions. This study aimed to evaluate
the in vitro sensitivity of 16 S. sclerotiorum isolates to the fungicide thiophanate-methyl.
Isolates were collected from bean-producing areas in the municipalities of Ahome and
Guasave, Sinaloa, and evaluated using mycelial growth bioassays on PDA medium
amended with 0.05-7.5 pug-mL™* of the active ingredient. Data revealed differential responses
among isolates; at 2.5 ug-mL™, mean relative mycelial growth decreased to approximately
49 %. Some isolates exhibited complete inhibition of mycelial growth, whereas others
continued to grow even at the highest concentrations evaluated. Statistical analysis revealed
significant differences between the untreated control and the highest fungicide
concentrations (p < 0.05). These findings indicate variation in fungicide sensitivity within the
evaluated population. In conclusion, although thiophanate-methyl demonstrated in vitro
efficacy, the emergence of less-sensitive isolates underscores the need to implement
integrated disease management strategies, including rotating fungicide modes of action and
continuously monitoring sensitivity, to enhance the sustainability of bean production in major
growing regions.
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Introducciéon

El cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) es de gran importancia a nivel mundial por su
alto consumo y produccion en numerosos paises (FAO, 2022). En México, la produccién de
frijol en 2024 alcanz6 996,392.77 toneladas, de las cuales Zacatecas aporta el 34 % de la
produccion nacional, seguido por Sinaloa (17 %) y Nayarit (7 %) (SIAP, 2024). Este cultivo
enfrenta diversos problemas fitosanitarios causados por fitopatbgenos como virus,
bacterias y hongos, entre los cuales destaca Sclerotinia sclerotiorum, agente causal de la
enfermedad conocida como moho blanco (Félix-Gastélum et al., 2024). Bajo condiciones
de alta humedad relativa (>80 %) y temperaturas entre 18 y 20 °C, este patdgeno infecta
diferentes organos de la planta, incluidos tallos, hojas, flores y vainas, provocando el
ablandamiento de los tejidos y el desarrollo de micelio blanco algodonoso. En etapas
avanzadas, forma esclerocios, estructuras de resistencia que le permiten sobrevivir en el
suelo durante periodos prolongados, lo que favorece su persistencia y diseminacion en los
sistemas de produccién agricola (Elsheshtawi et al., 2017). Asimismo, la formacién de
apotecios y la liberacion de ascosporas bajo condiciones favorables contribuyen a la rapida
propagacion de la enfermedad, afectando significativamente el rendimiento y la calidad del
cultivo ( Kurt et al., 2017; Termorshuizen, 2007). El agente causal pertenece a la division
Ascomycota y a la familia Sclerotiniaceae, presenta naturaleza necrotréfica y amplia
distribucion, con capacidad de infectar mas de 400 especies vegetales, lo que incrementa
su importancia econdémica en diversos sistemas agricolas (Félix-Gastélum et al., 2024;
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Johnson et al.,, 2014). El manejo de la enfermedad se basa en un enfogue de manejo
integrado que incluye préacticas culturales, biolégicas y quimicas, como la rotacion de
cultivos, el uso de antagonistas y la aplicacién de fungicidas como fluazinam, carbendazim
y metil tiofanato (Hammond et al., 2008; Herrera-Rodriguez et al., 2026; Wharton & Wood,
2012).

El control quimico del moho blanco en frijol en Sinaloa ha incluido el uso de fungicidas
del grupo de los benzimidazoles, como el metil tiofanato, ampliamente utilizado para el
manejo de Sclerotinia sclerotiorum en este cultivo (Félix-Gastélum et al., 2024). Este
ingrediente activo pertenece al grupo 1 de los MBC (methyl benzimidazole carbamates),
clasificados por el FRAC como fungicidas de sitio especifico que interfieren con la
polimerizacion de la B-tubulina durante la mitosis. Debido a esta especificidad, estos
compuestos presentan un alto riesgo de desarrollar resistencia, la cual es comdn en
numerosas poblaciones de hongos y esta asociada principalmente a mutaciones puntuales
en dicho gen (FRAC, 2025; Lehner et al.,, 2015). En S. sclerotiorum se han reportado
aislados resistentes asociados a estas mutaciones, lo que puede comprometer la eficacia
del control quimico (Silva et al., 2024). En este contexto, el uso continuo de fungicidas con
el mismo modo de accion, sin estrategias de rotacion, favorece la seleccion de individuos
menos sensibles, 1o que puede derivar en una disminucién progresiva de la eficacia de
estos compuestos (Lehner et al., 2015; 2017). A pesar de la relevancia del cultivo de frijol
en Sinaloa y del uso frecuente de benzimidazoles para el manejo del moho blanco, existe
informacién limitada sobre la variabilidad en la sensibilidad de poblaciones locales de
Sclerotinia sclerotiorum a metil tiofanato, lo que dificulta la toma de decisiones informadas
en programas de manejo integrado de enfermedades. En particular, no se dispone de
estudios recientes que evallen la respuesta diferencial de aislados en condiciones
controladas, lo cual es fundamental para detectar cambios en la sensibilidad del patégeno
y prevenir el desarrollo de resistencia.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar la sensibilidad in vitro de 16
aislados de Sclerotinia sclerotiorum al fungicida metil tiofanato mediante bioensayos de
crecimiento micelial, con la finalidad de generar informacién que contribuya a la rotacién de
modos de accién de fungicidas en programas de manejo integrado para el cultivo de frijol
en Sinaloa, México (Nieto-Lépez et al., 2023).

Material y Métodos

Origen de los aislados de Sclerotinia sclerotiorum

Durante el ciclo agricola 2022—-2023 en Sinaloa, se recolectaron 30 muestras
sintomaticas de moho blanco en 10 predios comerciales de frijol variedad Reyna ubicados
en los municipios de Ahome y Guasave, bajo condiciones de riego rodado. Las muestras
se obtuvieron de diferentes 6rganos de la planta con sintomas caracteristicos de la
enfermedad, incluyendo tallo, vainas, flores y hojas. A partir de estas muestras, se
realizaron aislamientos mediante el corte de fragmentos de tejido enfermo de
aproximadamente 5 mm, los cuales se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1 % durante
3 minutos, se enjuagaron con agua destilada estéril y se secaron sobre papel absorbente
estéril. Posteriormente, los fragmentos se sembraron en cajas de Petri con medio papa
dextrosa agar (PDA) suplementado con estreptomicina (100 ug-mL™) y se incubaron a 25
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°C. A partir del crecimiento micelial obtenido, se realizaron transferencias de puntas de hifas
en condiciones asépticas con el fin de obtener colonias monohifales, siguiendo
metodologias previamente descritas para Sclerotinia sclerotiorum (Elsheshtawi et al., 2017;
Lehner et al., 2017). Como resultado del proceso de aislamiento y purificacion, se
obtuvieron 16 aislados viables, que fueron seleccionados para su posterior evaluacion en
bioensayos. Los aislados purificados se conservaron como discos de PDA con micelio en
tubos de microcentrifuga de 1.5 mL, en agua destilada estéril, a 4 °C. Cada aislado fue
identificado con cédigos de F-1 a F-16 para su manejo experimental.

La identificacion del patdgeno se realiz6 con base en caracteristicas morfolégicas en
cultivo en PDA, considerando el crecimiento de micelio blanco algodonoso y la formacién
de esclerocios negros, rasgos tipicos de Sclerotinia sclerotiorum (Sousa-Melo et al., 2019).
Aungue no se realizaron pruebas de patogenicidad, la identidad del patégeno se sustentd
en la consistencia de las caracteristicas morfolégicas observadas con descripciones
previamente reportadas para la especie.

Sensibilidad in vitro de Sclerotinia sclerotiorum al fungicida metil tiofanato
Se evaluaron concentraciones de 0.05, 0.75, 1, 2.5, 5y 7.5 pg-mL™* del fungicida metil
tiofanato (Cercobin® M, BASF), con base en Lehner et al. (2017), quienes establecen este
rango como dosis discriminatorias para estudios de sensibilidad in vitro en Sclerotinia
sclerotiorum. Como referencia, se considerd la dosis comercial recomendada para el cultivo
(700 g de producto comercial en 200 L de agua), equivalente a aproximadamente 2450
pUg-mL™t de ingrediente activo; sin embargo, las concentraciones evaluadas en este estudio
corresponden a rangos subletales utilizados para detectar variabilidad en la sensibilidad del
patdgeno bajo condiciones controladas.

Discos de micelio de 5 mm de didmetro se colocaron en el centro de cajas Petri con
medio papa-dextrosa-agar (PDA) suplementado con el fungicida; el tratamiento control
consistié en medio sin ingrediente activo. Las cajas se incubaron a 25 + 2 °C en oscuridad.
El crecimiento micelial radial (mm) se registr6 cada 24 h hasta que el hongo llené la caja de
Petri. Las mediciones se realizaron en dos direcciones perpendiculares (polar y ecuatorial),
y el valor final se obtuvo como el promedio de ambas.

El porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial se calculé6 mediante la ecuacion 1:
Inhibicién (%) = [(C — T) / C] x 100, donde C corresponde al crecimiento de Sclerotinia
sclerotiorum del control y T al crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum en presencia del
fungicida (Lehner et al., 2017).

El experimento se estableci6 bajo un disefio completamente al azar con tres
repeticiones por tratamiento. Los datos fueron transformados mediante raiz cuadrada (Vx +
0.5) para cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas (Little &
Hills, 1989), y se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de una sola via, donde
se evaluo un factor que fueron las concentraciones y una variable de respuesta que fue el
crecimiento micelial. La comparacién de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey (p
< 0.05) utilizando el software InfoStat version 2020 (Grupo InfoStat, Universidad Nacional
de Cordoba, Argentina).
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Resultados y Discusion

El crecimiento micelial de los aislados de Sclerotinia sclerotiorum mostré una respuesta
diferencial a las concentraciones evaluadas de metil tiofanato (Figura 1). En el tratamiento
control (0 pg-mL™), la mayoria de los aislados alcanzo valores cercanos al crecimiento
maximo (=90 mm), correspondientes al llenado total de la caja Petri, aunque algunos
aislados como F-1 y F-2 presentaron valores inferiores (=50—-60 mm), evidenciando
diferencias en el crecimiento basal entre aislados bajo condiciones in vitro. A la
concentracion mas baja (0.05 pg-mL™), el crecimiento micelial se mantuvo cercano al
observado en el control en la mayoria de los aislados, sin cambios notorios en el patrén
general de crecimiento. En las concentraciones intermedias (0.75y 1 ug-mL™), se observd
una respuesta variable entre los aislados. Mientras algunos mantuvieron valores cercanos
a 90 mm, otros como F-1 y F-2 presentaron reducciones marcadas (=20-30 mm),
evidenciando diferencias en la respuesta individual al fungicida.

A 2.5 ug-mL™, la reduccion del crecimiento micelial fue mas evidente en varios aislados,
con valores intermedios de crecimiento (=30—-60 mm), aunque sin una inhibicién completa
en todos los casos. En las concentraciones mas altas (5 y 7.5 ug-mL™1), se observé una
disminucion mas marcada del crecimiento micelial en la mayoria de los aislados; sin
embargo, algunos como F-15 y F-16 mantuvieron crecimiento activo (=30—-40 mm) incluso
en estos niveles, mientras que otros mostraron reducciones mas pronunciadas.

De acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0.05), se observaron agrupaciones estadisticas
diferenciadas entre tratamientos, donde el control se ubicé en los grupos con mayor
crecimiento (C), mientras que las concentraciones mas altas tendieron a agruparse en
categorias con menor crecimiento (A—AB), confirmando diferencias significativas entre
niveles de concentracion. En conjunto, estos resultados evidencian que la interaccion entre
la concentraciéon y el aislado influye de manera importante en el crecimiento micelial,
generando patrones de respuesta diferenciados a lo largo del gradiente evaluado.

La respuesta de los aislados al metil tiofanato no fue uniforme a lo largo del gradiente
de concentracion evaluado (Figura 1). En particular, las concentraciones bajas mantuvieron
un patron de crecimiento similar al control en varios aislados, mientras que las
concentraciones intermedias y altas hicieron mas evidente la separacion entre aislados con
mayor y menor reduccion del crecimiento.

Este comportamiento sugiere una interaccion entre la concentracion del fungicida y la
respuesta individual de los aislados, lo cual coincide con reportes previos en S. sclerotiorum
donde la sensibilidad al metil tiofanato varia entre aislamientos (Nieto-Lopez et al., 2023;
Silva et al., 2024).

El crecimiento micelial promedio de los aislados de Sclerotinia sclerotiorum disminuyé
conforme aumentd la concentracion de metil tiofanato (Figura 2). El tratamiento control (0
Hg-mL~") presentd el mayor crecimiento (=85-90 %), mostrando diferencias significativas
respecto a las concentraciones mas altas evaluadas, de acuerdo con la prueba de Tukey
(p = 0.05). El andlisis de varianza evidencio efectos significativos de la concentracion del
aislado y de la interaccion concentracion x aislado sobre el crecimiento micelial, indicando
que la respuesta al fungicida depende tanto del nivel de concentracion como de las
caracteristicas individuales de los aislados.
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A concentraciones bajas (0.05, 0.75 y 1 pg-mL™), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas con el control en algunos casos (grupos BC y ABC), lo que
indica un efecto limitado del fungicida en este rango. A partir de 2.5 pg-mL™1, el crecimiento
micelial promedio se redujo a aproximadamente 49 %, ubicAndose en un grupo estadistico
intermedio, mientras que en las concentraciones mas altas (5y 7.5 pg-mL™) se registraron
los valores mas bajos de crecimiento (=42 % y 27 %, respectivamente), con diferencias
significativas respecto al control, particularmente en la concentracion de 7.5 pug-mL™ (grupo
A).

Crecimiento micelial de aislados de Sclerotinia sclerotiorum de frijol
a diferentes concentraciones de tiofanato metilico
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Figura 1. Crecimiento micelial de aislados de Sclerotinia sclerotiorum provenientes
de frijol alas 72 h, evaluados bajo diferentes concentraciones de metil tiofanato. Los
valores representan el crecimiento promedio (mm), el crecimiento maximo registrado (90
mm) corresponde al llenado total de la caja Petri (borde). Las medias con una letra en
comun no difieren significativamente segun la prueba de Tukey (p < 0.05). Fuente:
Elaboracion propia de los autores. Notas: F-1 a F-16 = aislados de S. sclerotiorum de frijol;
el tratamiento control corresponde a 0 pg-mL™* (medio PDA sin fungicida) y CC=
concentracién del compuesto.
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Efecto de diferentes concentraciones de tiofanato-metilo
sobre el crecimiento micelial de aislados de Sclerotinia sclerotiorum en frijol comdn
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Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de metil tiofanato sobre el crecimiento
micelial relativo (%) de aislados de Sclerotinia sclerotiorum de frijol. El tratamiento
control corresponde a 0 ug-mL™ (sin fungicida). Las medias con una letra en comun no
difieren significativamente segun la prueba de Tukey (p < 0.05). Fuente: Elaboracion propia
de los autores.

El crecimiento micelial promedio disminuyd significativamente conforme aumenté la
concentracion del metil tiofanato, evidenciando una respuesta dosis-dependiente a nivel
poblacional. La ausencia de diferencias significativas entre el control y las concentraciones
bajas indica que, en ese intervalo, el fungicida no produce una reducciéon poblacional
consistente. Este patrén es consistente con lo reportado en estudios previos. Por un lado,
Lehner et al. (2015) establecieron la concentracion de 5 pg-mL™ como dosis discriminatoria
para evaluar la sensibilidad de aislados de Sclerotinia sclerotiorum frente a fungicidas del
grupo de los benzimidazoles. En el mismo sentido, Silva et al. (2024) utilizaron esta misma
concentracion para clasificar aislados en sensibles y resistentes, confirmando su utilidad
como punto de referencia en estudios de sensibilidad.

En este contexto, los resultados obtenidos en el presente estudio, que muestran una
reduccion significativa del crecimiento a partir de 5 ug-mL™, respaldan el uso de esta
concentracion como umbral practico para evaluar la respuesta del patégeno al metil
tiofanato.

Asimismo, la marcada disminucién observada a 7.5 pg-mL™, junto con su diferencia
estadistica respecto al control, sugiere que concentraciones cercanas 0 superiores a este
nivel podrian ser necesarias para lograr un control efectivo del crecimiento micelial en
condiciones in vitro.
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El analisis individual de los aislados de Sclerotinia sclerotiorum evidencié una amplia
variacion en el porcentaje de inhibicion micelial en respuesta a las diferentes
concentraciones de metil tiofanato (Figura 3). A concentraciones bajas (0.05-1 pg-mL™), la
inhibicion fue limitada en varios aislados, observandose incluso valores cercanos a 0 % en
algunos casos, particularmente en F-5, F-6 y F-8 a 1 pug-mL™, lo que indica una baja
respuesta en este rango de concentracion. En el nivel intermedio (2.5 ug-mL™), se registro
un incremento en la inhibicién micelial en la mayoria de los aislados, aunque con una alta
variacion entre ellos, con valores que oscilaron aproximadamente entre 25 % y 65 %.

En las concentraciones més altas (5y 7.5 pg-mL™), la inhibicion del crecimiento micelial
fue mas evidente en la mayoria de los aislados; sin embargo, persistieron diferencias
marcadas entre ellos, observandose valores de inhibicion superiores al 80 % en algunos
casos (F-2 y F-9), mientras que otros aislados, como F-13, F-14, F-15 y F-16, mantuvieron
niveles de inhibicion moderados (=25-40 %), indicando una menor respuesta al fungicida.
En conjunto, los resultados muestran un gradiente de respuesta entre aislados, desde
aguellos altamente inhibidos hasta otros con baja inhibicién incluso a concentraciones
elevadas.
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Figura 3. Evaluacion del porcentaje de inhibicion micelial de los aislados de
Sclerotinia sclerotiorum a diferentes concentraciones de metil tiofanato.

La poblacién evaluada presentd una respuesta variable al metil tiofanato, caracterizada
por la coexistencia de aislados altamente sensibles, intermedios y de baja respuesta. Este
patrén confirma que la sensibilidad al fungicida no es uniforme en la poblacién evaluada.
La presencia de aislados con baja inhibicién incluso a concentraciones altas (F-13 a F-16)
sugiere la posible existencia de individuos con menor sensibilidad o tolerancia parcial al
fungicida, lo cual ha sido reportado en poblaciones de S. sclerotiorum expuestas a presion
de seleccion (Chen et al., 2026; Silva et al., 2024). En contraste, los aislados F-2 y F-9, que
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mostraron inhibiciones cercanas al 100 %, representan la fraccion altamente sensible de la
poblacion, lo que indica que aun coexisten individuos con alta susceptibilidad al ingrediente
activo. Estos resultados concuerdan parcialmente con lo reportado por Silva et al. (2024),
quienes documentaron que aproximadamente el 5.5 % de los aislados evaluados
presentaron resistencia a metil tiofanato a la dosis discriminatoria de 5 pg-mL™. En el
presente estudio, se identificaron 2 de 16 aislados (12.5 %) con baja inhibicién a
concentraciones similares, lo que representa una proporcion mayor a la reportada, aunque
sin determinacién de ECs, ni caracterizacidbn molecular, no es posible confirmar resistencia
establecida. La coexistencia de aislados con distintos niveles de inhibicion sugiere una
estructura poblacional heterogénea, propia de poblaciones en transicion, en las que la
presion de seleccidon comienza a modificar la respuesta al fungicida. La presencia de
aislados con menor sensibilidad al metil tiofanato es consistente con un escenario de
presion de seleccion ejercida por el uso recurrente de fungicidas del grupo de los
benzimidazoles para el manejo de enfermedades en cultivos de frijol en Sinaloa (Félix-
Gastélum et al., 2024). En este contexto, los individuos mas sensibles son eliminados,
mientras que aquellos con mayor tolerancia relativa pueden sobrevivir y persistir en el
sistema productivo, favoreciendo cambios en la estructura poblacional del patégeno. Este
fenbmeno ha sido documentado en poblaciones de Sclerotinia sclerotiorum, donde la
aplicacion continua de fungicidas con el mismo modo de accion favorece la seleccion de
individuos con menor sensibilidad (Chen et al., 2026; Silva et al.,, 2024). Ademas, la
resistencia a benzimidazoles se ha asociado con mutaciones en el gen de la B-tubulina, las
cuales alteran el sitio de unioén del fungicida y reducen su eficacia sobre el crecimiento
micelial del patégeno.

La evidencia fenotipica observada en este estudio, caracterizada por un rango amplio
de inhibicién (0-100 %), sugiere que la presién de seleccion podria estar influyendo en la
respuesta de las poblaciones locales, lo que resalta la importancia de implementar
estrategias de manejo integrado que reduzcan dicha presion. Desde un enfoque aplicado,
estos resultados destacan la necesidad de evitar el uso continuo de fungicidas del grupo
MBC como Unica estrategia de control, promoviendo la rotacién de modos de accion y el
monitoreo de sensibilidad en campo para prevenir el desarrollo de resistencia.

Conclusiones

Sclerotinia sclerotiorum mostrd sensibilidad al metil tiofanato, con diferencias entre
aislados en la magnitud de la inhibicién, lo que evidencia una poblacién con respuesta no
uniforme. Las concentraciones de 5y 7.5 pg-mL™ presentaron el mayor efecto inhibitorio
en condiciones in vitro. La coexistencia de aislados con alta, intermedia y baja respuesta
sugiere variabilidad en la sensibilidad dentro de la poblacion evaluada. Estos resultados
respaldan el uso del metil tiofanato dentro de programas de manejo integrado, evitando su
aplicacion continua y promoviendo la rotacion de modos de accion. Se recomienda
complementar estos hallazgos con la determinacion de ECs, caracterizacion molecular y
validacién en campo.
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