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PATOLOGIA

Eficacia de diferentes fungicidas en el control de la mole
humeda del champiiion (agente causal: Mycogone perniciosa)

F. J. GEA, M. C. LAINEZ, M. J. NAVARRO

Se realizaron ensayos in vitro e in vivo con varios fungicidas (carbendazima, ipro-
diona, procloraz-Mn, tiabendazol y metil-tiofanato) para valorar su efecto sobre Myco-
gone perniciosa, agente causal de la mole humeda del champifion. Los experimentos
in vitro mostraron que procloraz-Mn (EDj, = 0,006-0,064 pg ml') y carbendazima
(ED4, = 0,031-0,097 pg ml") fueron los fungicidas mas eficaces para inhibir el creci-
miento micelial de M. perniciosa, mientras que iprodiona (EDs,=1,90-3,80 pug ml™')
fue el menos eficaz. Los factores de resistencia calculados para los cinco fungicidas se
situaron entre 1,4 y 2, lo que sugiere que hay muy poco riesgo de que M. perniciosa
desarrolle resistencia a los fungicidas ensayados. La eficacia in vivo de los fungicidas
se estudi6 en dos ensayos de cultivo de champifion, que fueron artificialmente infecta-
dos con dos dosis de M. perniciosa, 10°y 107 esporas m?, respectivamente. Todos los
fungicidas mostraron un elevado grado de eficacia (96,5-100,0%) con la dosis de in6-
culo mas baja. Sin embargo, con la dosis mas elevada, iprodiona registré una eficacia
menor (20,5-24,4%) que el resto de fungicidas (88,7-100,0%).
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INTRODUCCION

La mole htimeda, causada por el hongo
micoparasito Mycogone perniciosa (Mag-
nus) Delacroix, es una enfermedad del
champindn [Agaricus bisporus (Lange) Im-
bach] que también se desarrolla sobre otras
especies de Agaricales. A pesar de su distri-
bucion mundial no suele causar importantes
pérdidas en los cultivos de champifion (FLE-
TCHER Y GAZE, 2008), aunque recientemen-
te ha originado serios problemas en algunos
paises como Serbia (GLAMOCLUA et al.,
2008) y Sudafrica (MEYER Y KORSTEN,
2008). M. perniciosa esporula abundante-
mente sobre los cuerpos fructiferos de Aga-
ricus, produciendo conidios de paredes del-
gadas parecidos a los de Verticillium y

clamidosporas bicelulares esféricas de color
oscuro y pared gruesa, con una célula apical
verrugosa y una cé¢lula basal de pared del-
gada (HOLLAND Y COOKE, 1990). Este mi-
coparasito afecta la morfogénesis de los
basidiomas de A. bisporus, formando masas
deformes de tejido sin ninglin signo de dife-
renciacion. Inicialmente las moles humedas
son esponjosas y de color blanco, virando
posteriormente al color oscuro. Ocasional-
mente pueden exudar sobre su superficie
gotas de liquido color ambar debido a la
putrefaccion bacteriana que se produce en su
interior (Figura 1). Al corte, se puede obser-
var que las masas deformes muestran areas
oscuras justo debajo de la superficie exterior
del esporoforo. A veces, los sintomas cau-
sados por M. perniciosa son parecidos a los
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Figura 1. Aspecto de una mole humeda con exudado
de liquido color ambar

ocasionados por Verticillium fungicola
(Preuss) Hassebrauk [recientemente clasifi-
cado como Lecanicillium fungicola (Preuss)
Zare & W. Gams (ZARE Y GAMS, 2008)],
por lo que la presencia de la mole himeda
puede quedar enmascarada por la mole seca.
La mezcla de cobertura siempre ha sido con-
siderada como la principal fuente de conta-
minaciéon de M. perniciosa, por lo que es
particularmente importante asegurar que los
materiales de cobertura estén limpios y al-
macenados en un area segura, sin riesgos de
terminar contaminados por polvo o restos
procedentes de otras naves de cultivo (FLE-
TCHER Y GANNEY, 1968). M. perniciosa
puede ser diseminado por el agua de riego,
al igual que V. fungicola, pero a diferencia
de éste, las esporas no son pegajosas, por lo
que las moscas y los recolectores tienen me-
nos importancia en su diseminacion.

La aparicion de la mole humeda en los
cultivos de champifion espaiioles ha sido es-
poradica durante los ultimos veinte afios.
Hasta ahora, el control se habia realizado
mediante el uso de fungicidas benzimidazo-
les y procloraz-Mn, practicas culturales e
higiene (FLETCHER et al., 1975, 1983; GAN-
DY Y SPENCER, 1978; GEA et al., 1995). La
incidencia actual de la enfermedad es baja o
nula en cultivos bien conducidos, pero la
mole hiimeda se puede convertir en una seria
amenaza para los cultivos de champifion. De
hecho, durante el otofio de 2006, se detecta-

ron fuertes ataques de mole himeda en algu-
nos cultivos comerciales de 4. bisporus, lo
que puso de manifiesto la necesidad de llevar
a cabo un estudio con el fin de desarrollar
medidas de control mas eficaces y de valorar
la actual sensibilidad de M. perniciosa a va-
rios fungicidas, para poder determinar si se
habia desarrollado alguna resistencia.

Hay que tener en cuenta que la disponibi-
lidad de fungicidas en el cultivo del champi-
fion estd limitada no solo por estrictas regu-
laciones sino también por el hecho de que
tanto el patdogeno como el huésped son hon-
gos. Por esta razon, en este estudio se han
usado fungicidas que estan autorizados en
Espafia (iprodiona y procloraz-Mn), o que
han sido ampliamente utilizados en otros pai-
ses europeos (carbendazima y metil-tiofana-
to) o en Estados Unidos (metil-tiofanato y
tiabendazol). Todos estos fungicidas estan
incluidos en el Anexo I de la Directiva 91/414/
EEC, aunque carbendazima estd solo autori-
zada en cereales, colza, remolacha y maiz.

Por tanto, el objetivo de este estudio es
determinar la sensibilidad in vitro de aisla-
dos de M. perniciosa frente a los fungicidas
seleccionados y la efectividad de estos fun-
gicidas frente a la mole humeda en cultivos
de champifidn artificialmente infectados con
M. pernicosa. La informacion obtenida pue-
de ayudar a conocer mejor como se desarro-
lla esta enfermedad, al tiempo que puede
contribuir a disefar estrategias de control
mas eficaces.

MATERIALES Y METODOS
Aislados

Para los ensayos in vitro se utilizaron doce
aislados de M. perniciosa recuperados de
cuerpos fructiferos de 4. bisporus que mos-
traron sintomas de mole hiimeda. Las mues-
tras se recogieron entre los afios 2006 y
2009 en cultivos de champifién situados en
Castilla-La Mancha. Los aislados se cultiva-
ron en medio agar-patata dextrosa (PDA) y
se identificaron de acuerdo con los criterios
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taxonomicos descritos por BRADY Y GIBSON
(1976).

Determinacion de la sensibilidad in vitro
de Mycogone perniciosa a los fungicidas

Para determinar la sensibilidad in vitro de
M. perniciosa a los fungicidas se utilizaron
las formulaciones comerciales de las siguien-
tes materias activas: carbendazima 50% pm
(Bavisfor® 50, IQV, Mollet del Vallés, Bar-
celona, Spain), iprodiona 50% pm (Rovral®
WP, Agroden, Madrid, Spain), procloraz 46%
pm (Sporgon®, Basf Espafiola, Barcelona,
Spain), tiabendazol 60% sc (Textar® 60-T,
Tecnidex, Paterna, Valencia, Spain) y metil-
tiofanato 70% wg (Topsin® 70 WG, Bayer
CropScience, Alcacer, Valencia, Spain).

Los fungicidas se disolvieron en agua des-
tilada estéril y se afiadieron al medio de
cultivo esterilizado (agar-extracto de malta
enfriado a 45-50°C), con el fin de conseguir
diversas concentraciones de materia activa
(entre 0,001 y 100 pg ml'). Las placas de
medio con fungicida se sembraron con dis-
cos de 5 mm de diametro, procedentes de la
zona con crecimiento activo de un micelio
de M. perniciosa. Se realizaron cuatro repli-
cados por cada combinacién de aislado y
concentracion fungicida. Las placas Petri se
incubaron durante 12 dias a 25°C en oscu-
ridad y posteriormente se determino el tama-
flo de las colonias midiendo dos diametros
perpendiculares por cada placa.

Se valoro la tasa de crecimiento micelial
para cada aislado, utilizando las placas con-
trol a las que no se habia afnadido fungicida.
A continuacion, se calculo el porcentaje de
inhibicién (PI) del crecimiento micelial me-
diante la ecuacién de VINCENT (1947):
PI=100(C-T)/C (C = tasa de crecimiento del
control; T'=tasa de crecimiento en las placas
tratadas con fungicida). La sensibilidad de la
poblacion de aislados de M. perniciosa se
estimd mediante el calculo de la EDy, (ug
ml"' de materia activa necesarios para inhibir
el crecimiento radial al 50%). Para cada fun-
gicida también se determin¢ el factor de re-

sistencia, el cual se expresa como la relacion
entre el valor més elevado de EDy, de los
aislados considerados, frente al valor medio
de ED;, para cada combinacién de aislados-
fungicida (REYNOLDS et al., 1997; FRANKE
et al., 1998; KURT ef al., 2003).

Los valores de EDy, se examinaron me-
diante un analisis de varianza (ANOVA),
usando el programa Statgraphics Plus 5.1
(Statistical Graphics Corp., Princeton, NJ).

Ensayos en camaras de cultivo de
champifién

Para valorar la eficacia de los fungicidas
frente a la mole humeda en cultivos de cham-
pifién artificialmente infectados con M. per-
nicosa se realizaron dos ciclos de cultivo en
una camara visitable Ibercex (ASL, S.A., San
Fernando de Henares, Madrid, Espafia) de
dimensiones 3,70 x 2,10 x 2,60 m (20,2 m?),
provista de sistemas de humidificacion, cale-
faccion/refrigeracion, y recirculacion/ventila-
cion exterior, que permite el control automa-
tico de la temperatura, la humedad relativa y
la concentracion de didxido de carbono. Se
utilizaron cubetas de 16 1 de volumen y una
superficie de 870 cm?, cada una de las cuales
se llen6 con 6 kg de compost. La variedad
comercial de micelio de Agaricus bisporus
utilizada fue Gurelan 45 (Gurelan S. Coop.,
Huarte, Pamplona), a una tasa de siembra del
1% en peso fresco del compost. La capa de
cobertura aplicada estaba formada por una
mezcla de suelo mineral y turba rubia en
proporcion 4:1 (v/v), que es la habitual en el
sector productor de Castilla-La Mancha. En
cada cubeta se deposité una capa de 30 mm
de espesor y 2,6 1 de volumen.

Se realizaron dos ensayos (A y B), que
diferian en la concentracion de esporas usa-
da como tasa de inoculacion para cada ensa-
yo: 10° esporas m? en el ensayo A y 107
esporas m? en el ensayo B. La inoculacion
se llevo a cabo dos dias después de realizar
la cobertura, aplicando una suspension de
esporas de M. perniciosa sobre la superficie
de ésta, a razéon de 10 ml por cubeta. El
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inoculo de M. perniciosa se preparo6 el mis-
mo dia en que se realiz6 la inoculacion. La
concentracion de cada suspension de esporas
se determin6 mediante un hematocitometro.
Cada suspension se diluyd en agua estéril
hasta conseguir una concentracion de
8,7 x 10° esporas ml"' (ensayo A)y 8,7 x 10*
esporas ml! (ensayo B). Las cubetas control
recibieron 10 ml de agua estéril.

Se utilizaron formulaciones comerciales de
los siguientes fungicidas: carbendazima,
iprodiona, tiabendazol y metil-tiofanato al
0,1% (p/v) y procloraz al 0,05% (p/v). Se
afiadieron en riego, disueltos en agua, a razon
de 100 ml por cubeta. Para cada fungicida se
realizaron dos tratamientos y seis repeticio-
nes por tratamiento. El primer tratamiento (I)
se efectud el mismo dia de la cobertura
(dia 0), es decir, dos dias antes de llevar a
cabo la inoculacion con esporas de M. per-
niciosa. El segundo tratamiento (I) se aplico
el quinto dia después de la cobertura, 3 dias
después de la inoculacion. A las cubetas con-
trol se les afadieron 100 ml de agua.

Durante las tres primeras floradas, se ano-
taron los datos correspondientes al nimero y
peso de los champifiones recogidos en cada
uno de los tratamientos aplicados. Los cham-
pifiones recolectados se clasificaron como
sanos o infectados por M. perniciosa. La in-
cidencia de la enfermedad se calculé como un
porcentaje, basada en la relacion entre el ni-

mero de champifiones enfermos frente al nu-
mero total champifiones (sanos y enfermos).
La eficacia de los fungicidas se valor6 me-
diante la formula de ABBOTT (1925): % efi-
cacia = [(/ -1}/ ] * 100 (donde /, = incidencia
de la enfermedad en el control; /, = incidencia
de la enfermedad en el tratamiento).

El disefio experimental utilizado fue de
bloques al azar con seis repeticiones. Los
datos de eficacia total se analizaron median-
te un analisis de varianza (ANOVA), previa
transformacién arcsinVx/100.

RESULTADOS

Determinacion de la sensibilidad in vitro
de M. perniciosa a los fungicidas

En la Tabla 1 se presentan los valores me-
dios de EDy, de los fungicidas seleccionados
y los factores de resistencia de doce aislados
de M. perniciosa. El fungicida que inhibi6 el
crecimiento in vitro de M. perniciosa con mas
eficacia fue procloraz-Mn (ED,, media = 0,029
pg ml?), seguido por carbendazima (EDs, me-
dia= 0,065 pg ml'). Por el contrario, los va-
lores de ED,, mas elevados se obtuvieron con
iprodiona (EDy, media=2,678 pug ml'). Los
factores de resistencia calculados fueron rela-
tivamente bajos, oscilando entre 1,42 para
iprodiona y 2,44 para metil-tiofanato.

Tabla 1. Valores de ED,, de los fungicidas seleccionados y factores de resistencia de los aislados
de Mycogone perniciosa recolectados entre los afios 2006 y 2009 en Espaiia

ED,, (ug ml") Factor de resistencia®

Fungicida Aislados
Media® Rango
Carbendazima 12 0,065 a 0,031-0,097 1,49
Iprodiona 12 2,678 ¢ 1,897-3,805 1,42
Procloraz-Mn 12 0,029 a 0,006-0,064 2,20
Tiabendazol 12 0,225 a 0,155-0,335 1,49
Metil-tiofanato 12 0,773 b 0,298-1,884 2,44

* Medias en columna seguidas por distinta letra indican diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey HSD, al nivel

P=0,05.

" El factor de resistencia se expresa como la relacién entre el valor més elevado de ED, de los aislados considerados, frente al valor
medio de ED, para cada combinacion de aislados-fungicida.
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La distribucion de frecuencias de los va-
lores de EDy, mostr6 que el 100% de los
aislados de M. perniciosa eran muy sensi-
bles (ED,, < 0,5 pg ml') a los fungicidas
carbendazima, procloraz-Mn y tiabendazol,
presentando diferencias significativas con
los valores de ED,, de iprodiona y metil-
tiofanato. Los valores de ED,, para iprodio-
na oscilaban entre 1,897 y 3,805 pug ml!, por
lo que todos los aislados resultaron débil-
mente resistentes a este fungicida (ED;, = 1-
10 pg ml"). Por ultimo, los valores de EDq,
para metil-tiofanato también mostraron un
amplio rango (0,298-1,884 pg ml '), con dos
aislados débilmente resistentes (ED,, > 1 pg
ml?), y los otros diez sensibles (EDs, < 1 pg
ml?).

Ensayos en camaras de cultivo de
champifién

En la Tabla 2 se muestra la efectividad de
los cinco fungicidas ensayados para contro-
lar la mole hiimeda en dos ciclos de cultivo
de A. bisporus infectados artificialmente con
dos dosis de inoculo de M. perniciosa dife-
rentes (10° y 107 esporas m?). En los dos
ensayos realizados Unicamente se observo
como sintoma tipico de mole humeda, la
presencia de masas de tejido deformes sin
ningn signo de diferenciacion (Figura 2).
En el ensayo A, los primeros sintomas se
registraron 18 dias después de la inoculacion
de la mezcla de cobertura (Dia 20), coinci-
diendo con los primeros champifiones. En el
ensayo B, los primeros sintomas de mole
htimeda se observaron 17 dias después de la
inoculacion de la cobertura (Dia 19), y los
primeros champifiones se cosecharon un dia
después (Dia 20).

Los resultados obtenidos en el ensayo A
no presentaron diferencias significativas en
cuanto a la efectividad entre los tratamientos
fungicidas aplicados. En el control inocula-
do, el peso total de moles hiimedas recogido

ascendi6 a 6,33 kg m™, con una incidencia
del 29,06% de la cosecha total (30,6% en la
primera florada, 37,4% en la segunda y
42,2% en la tercera). En el control no ino-
culado la incidencia de la mole htimeda fue
del 0% a lo largo del ciclo de cultivo. Por
otro lado, los tratamientos fungicidas con
mas moles himedas, es decir, los menos
eficaces, fueron el de carbendazima I (0,51
kg m?, 2,27%) e iprodional (0,35 kg m?,
1,79%). Por el contrario, la efectividad fue
del 100% a lo largo de todo el ciclo de cul-
tivo para los tratamientos procloraz-Mn II,
tiabendazol y metil-tiofanato aplicados antes
y después de la inoculacion.

En el ensayo B, se apreciaron diferencias
significativas en la efectividad total entre
iprodiona (I y II) y el resto de tratamientos
ensayados. En el control inoculado, el peso
total de moles himedas recogido ascendid
a 19,92 kg m?, con una incidencia del
89,0% de la cosecha total (61,7% en la pri-
mera florada, 59,0% en la segunda y 68,89%
en la tercera). En el control no inoculado la
incidencia fue del 0,0% en las dos primeras
floradas y del 1,96% en la tercera. Por otro
lado, los tratamientos fungicidas con mas
moles htimedas fueron iprodional (13,90
kg m2, 64,20%) e iprodiona Il (13,85 kg
m2, 65,65%), que demostraron ser los me-
nos efectivos a lo largo de todo el ciclo de
cultivo. Por el contrario, con los fungicidas
carbendazima y metil-tiofanato aplicados
después de la inoculacién se consiguid un
100% de efectividad. En el resto de trata-
mientos, se puede ver como la efectividad
disminuye conforme avanza el ciclo de cul-
tivo. Para un mismo fungicida, no se obser-
varon diferencias significativas entre la
aplicacion previa a la inoculacién con M.
perniciosa (dia 0) y la aplicacion posterior
(dia 5). En lineas generales, el tratamiento
que presentd una mayor efectividad en los
dos ensayos fue metil-tiofanato aplicado
después de la inoculacion con M. perni-
ciosa.
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Figura 2. Aspecto de una cubeta de ensayo con varias
moles humedas

DISCUSION

Los experimentos in vitro mostraron que
procloraz-Mn y carbendazima eran los fun-
gicidas mas efectivos para inhibir el creci-
miento de M. perniciosa, mientras que ipro-
diona era el menos efectivo. POTOCNIK et al.
(2008) obtuvieron resultados parecidos con
aislados de M. perniciosa de Serbia: valores
de ED,, por debajo de 0,008 mg I para
procloraz-Mn, y 0,46 y 4,08 mg 1! para be-
nomilo e iprodiona, respectivamente. Los
valores de ED,, y factores de resistencia
obtenidos (Tabla 1) indicaron que existe un
riesgo muy bajo de que M. perniciosa desa-
rrolle resistencia a los fungicidas ensayados
(REYNOLDS et al., 1997; FRANKE et al.,
1998; KURT et al., 2003).

La concentracion de indculo usada en la
inoculacion de la mezcla de cobertura en el
ensayo A (10° esporas m?) estaba situada
dentro de los rangos considerados como
aceptables para la experimentacion con
hongos micopatogenos de champiiion (MA-
MOUN Y OLIVIER, 1995). Sin embargo, la
escasa manifestacion de la mole humeda
hizo que estos resultados fueran inconsis-
tentes en lo que a control de la enfermedad
se refiere, no observandose diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos aplicados.
Por el contrario, en el ensayo B, con una
tasa de indculo mas elevada (107 esporas

m), si hubo una mayor manifestacion de la
enfermedad, lo que permiti6 establecer di-
ferencias significativas entre los tratamien-
tos. Este tltimo ensayo puso de manifiesto
la escasa eficacia de la iprodiona frente al
resto de fungicidas, lo que esta en concor-
dancia con los valores de EDy, obtenidos en
los experimentos in vitro.

Los datos recogidos en nuestros ensayos
detectaron una leve disminucion de eficacia
durante la tercera florada en los tratamientos
con carbendazima I, tiabendazol I y II, pro-
cloraz-Mn II y metil-tiofanato I. Esta pérdi-
da de eficacia de los fungicidas a lo largo
del ciclo de cultivo de champifién ha sido
estudiada por varios autores. FLETCHER et
al. (1980) indicaron que una falta de control
del patdgeno del champifion mediante beno-
milo (benomilo y metil-tiofanato se transfor-
man en carbendazima) estaba asociada con
la desaparicion del fungicida de la cobertura
antes de que empezara la cosecha, debido a
la presencia en la mezcla de cobertura de
bacterias capaces de degradar el benomilo.
Posteriormente, GROGAN Y JUKES (2003)
demostraron que la concentracion de carben-
dazima en la parte superior de la capa de
cobertura descendia rapidamente al final de
la segunda florada, por lo que podia ser
menos eficaz en la tercera florada, mientras
que la concentracion de tiabendazol perma-
necia elevada durante el periodo de cosecha,
descendiendo hacia el dia 35 después de la
cobertura. En cuanto al procloraz, GROGAN
Y JUKES (2003) demostraron que la concen-
tracion de procloraz desciende significativa-
mente hacia el dia 21, al final de la primera
florada. Hay evidencias que sugieren que la
concentracion de procloraz en la capa de
cobertura puede declinar significativamente
durante el periodo de cultivo hasta llegar a
ser menor del 20% de lo que se habia apli-
cado, debido a que los microorganismos pre-
sentes en los materiales de cobertura son
capaces de degradar la molécula de proclo-
raz (GROGAN et al., 2008).

El uso de fungicidas continta siendo de
utilidad en aquellos casos donde los patdge-
nos todavia son sensibles, pero esto requiere
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un seguimiento regular de las poblaciones del
patégeno, con el fin de valorar la aparicion
de posibles resistencias. Aunque el riesgo de
que M. perniciosa desarrolle resistencia a los
fungicidas ensayados es muy bajo, es necesa-

rio poner en practica aquellas estrategias que
reducen la incidencia de la mole humeda,
como es la estricta higiene de la explotacion,
ya que es imprescindible minimizar los ries-
gos de aparicion de estas resistencias.

ABSTRACT

GEA, F. J., M. C. LAINEZ, M. J. NAVARRO. 2012. Efficacy of different fungicides
for control of wet bubble disease of white-button mushroom (causal agent: Mycogone
perniciosa). Bol. San. Veg. Plagas, 38: 133-141.

Carbendazim, iprodione, prochloraz-Mn, thiabendazole and thiophanate-methyl
were tested in vitro and in vivo for their effect on Mycogone perniciosa, the mycopa-
rasite that causes wet bubble disease of white button mushroom. /n vitro experiments
showed that prochloraz-Mn (ED;, = 0.006-0.064 pg ml") and carbendazim (EDs, = 0.031-
0.097 pg ml') were the most effective fungicides for inhibiting the mycelial growth of
M. perniciosa, while iprodione (EDs, = 1.90-3.80 pg ml') was the least effective. The
resistance factors calculated for the five fungicides were between 1.4 and 2. The resul-
ts obtained suggest that there is very little risk that M. perniciosa will develop resis-
tance to the fungicides assayed. The in vivo efficacy of fungicides for control of wet
bubble was studied in two mushroom cropping experiments, which were artificially
infected with two doses of M. perniciosa, 10° and 107 spores m?, respectively. There
was, in the low dose inoculum experiment, a very high degree of effectiveness (96.5-
100.0%) with all the fungicides assayed. However, iprodione performed poorly (20.5-
24.4%) compared with the other fungicides (88.7-100.0%) in the high concentration

inoculum experiment.

Key words: carbendazim, iprodione, prochloraz, thiabendazole, thiophanate-me-

thyl.
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