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Articulos

Efecto de tres fungicidas sobre siete aislamientos del
entomopatogeno Lecanicillium (= Verticillium) lecanii

J. Francisco Oldn H.!
Hipolito Cortez M. 2

RESUMEN. Se investig6 el efecto del oxicloruro de cobre, el clorotalonil y el sulfato de cobre en el desarro-
llo in vitro de siete cepas del hongo Lecanicillium (=Verticillium) lecanii. Todos los productos mostraron un
efecto adverso al desarrollo del hongo, el cual vari6 dependiendo de la cepa y del producto evaluado. El efec-
to sobre el desarrollo micelial fue de tipo fungistatico, y se detectaron diferencias estadisticas (P < 0,05) entre
las diferentes cepas. Los porcentajes de inhibicién fueron de 79,20%, 68,53% y 28,39%, para el oxicloruro de
cobre, el sulfato de cobre y el clorotalonil, respectivamente. La cepa mdés sensible tuvo una inhibicién de
90,78%,89,52%,y 36,13% para el sulfato de cobre, el oxicloruro de cobre y el clorotalonil, respectivamente. El
efecto sobre la germinacién con la dosis alta fluctué entre 97% y 99% vy fue irreversible. Al parecer, las cepas
catalogadas como de conidios pequefios fueron las mas afectadas en su germinacion.
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ABSTRACT. Effect of three fungicides on seven strains of the entomopathogen Lecanicillium (=Verticillium)
lecanii. The authors researched the effect of copper oxychloride, copper sulfate and chlorotalonil on the in
vitro development of seven strains of the fungus Lecanicillium (=Verticillium) lecanii. All fungicides had an
adverse effect on the development of the fungus, which varied depending of the strain and the product used.
The effect on mycelia development was of the fungistatic type, with differences (P < 0.05) among the strains.
The inhibition percentages were of 79.24%, 68.53%, and 28.39%, for copper oxychloride, copper sulfate and
chlorotalonil, respectively. The most sensitive strain presented an inhibition rate of 90.78 %, 89.52% and 36.13%
for copper sulfate, copper oxychloride and chlorotalonil, in that order. For the higher doses, the effect on
germination varied between 97% and 99%, and was irreversible. Small conidia strains appeared to be more
susceptible to the fungicides.
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Introduccion

Durante 1994, se registraron en cacaotales de Tabasco,
en el sur de México, ejemplares del afido Toxoptera
aurantii infectados por el hongo Verticillium lecanii
(Cortez 1994), recientemente reclasificado como
Lecanicillium lecanii (Zare y Gams 2001). Con el
objetivo de conocer el potencial del hongo para el
combate del afido, se realizé recientemente un
estudio sobre la caracterizacion de siete aislamientos
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silvestres: cuatro originarios de Tabasco y tres exoéti-
cos. Adicionalmente, se evaluaron cuatro cultivos mo-
nosporicos por aislamiento. Resultados previos han
demostrado el alto potencial de L. lecanii para el con-
trol de T. aurantii (Cortez 2001). El cultivo del cacao
es atacado por diversas enfermedades causadas por
hongos, para cuyo combate se hace uso de fungicidas
quimicos (Lopez 1987); eventualmente, dichos pro-
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ductos podrian interferir con el desarrollo de L.
lecanii. El efecto adverso de los plaguicidas quimicos
en el desarrollo de hongos entomopatdgenos es ya
conocido; asi, Wilding (1972) encontré que el beno-
mil y el triadimenol inhibieron consistentemente el
crecimiento del hongo L. lecanii, pero el segundo no
afectd la infeccion del hongo sobre Aphis gossypii en
campo. Por su parte, Gonzdlez et al. (1995) indican
que los fungicidas oxicloruro de cobre y triadimefon
inhibieron significativamente el crecimiento micelial
de dicho hongo.

La evaluacion del efecto de los plaguicidas sobre
los hongos se lleva a cabo para poder integrarlos
dentro de un manejo integrado de plagas (MIP). De
este modo, Hall (1981) encontr6 que aunque diferen-
tes fungicidas e insecticidas fueron téxicos al hongo
in vitro, en condiciones de campo no afectaron la in-
feccion de la plaga por el hongo.

De acuerdo con algunos estudios, el efecto de di-
versos plaguicidas quimicos sobre el desarrollo mice-
lial de los hongos entomopatdégenos es de tipo fun-
gistatico (Mier et al. 1998, Garcia et al. 1998); no obs-
tante, el benomil y el mancozeb causaron una inhibi-
cién total en el crecimiento micelial de L. lecanii
(Rebollar et al. 1994). El efecto sobre la germinacién
es generalmente irreversible (Rombach y Gillespie
1988).

En el cultivo del cacao de Tabasco, los fungicidas
mas utilizados son los derivados del cobre, como el
oxicloruro de cobre y el sulfato de cobre (Lopez
1987); otros fungicidas, como el clorotalonil, son re-
comendados (Diccionario de Especialidades Agro-
quimicas 1993), pero por su mayor costo no son uti-
lizados. Su aplicacion va dirigida principalmente con-
tra la mancha negra de la mazorca, Phytophthora
spp., la cual incide durante los periodos de mas baja
temperatura y humedad relativa mads alta.

El objetivo del presente estudio fue conocer el
efecto de los fungicidas oxicloruro de cobre, sulfato
de cobre y clorotalonil sobre el desarrollo in vitro de
siete aislamientos del hongo L. lecanii.

Materiales y métodos

Las cepas del hongo evaluadas y algunas de sus ca-
racteristicas relevantes se muestran en el Cuadro 1.
Actualmente, se conservan en el Laboratorio de En-
tomologia del Colegio de Postgraduados, Campus
Tabasco, en Cardenas, Tabasco, México. Su multipli-
cacion se realiz6 en medio de cultivo Sabouraud-
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dextrosa-agar (SDA) + 0,1% de extracto de levadu-
ra. La metodologia para su cultivo se basé en la des-
crita por Cortez (2001), que consiste en sembrar el
hongo sobre portaobjetos cubiertos con medio de
cultivo, y después depositados sobre triangulos de vi-
drio dentro de cajas Petri. Las condiciones de incu-
bacién fueron de 25 + 1°C durante el dia y a tempe-
ratura ambiente durante la noche (27 = 1°C).

Se consideraron los siguientes fungicidas: Oxi-
ci® (oxicloruro de cobre 50% i.a.), en dosis de 0,6,
0,55y 0,50 g/100 ml; el Balacti® 750 (clorotalonil 75%
i.a.), en concentraciones de 0,30, 0,25 y 0,2 g/100 ml;
y el caldo bordelés (sulfato de cobre 25% i.a.), en
una sola concentracion, de 1 g/100 ml (Cuadro 2).
Los dos primeros fungicidas fueron formulaciones
comerciales, mientras que el caldo bordelés se prepa-
r6 con la férmula siguiente: 1 g de sulfato de cobre +
1 g de hidréxido de calcio + 100 ml de agua. En todos
los casos se considerd un testigo sin fungicida. Con
excepcion del caldo bordelés, la seleccion de las do-
sis alta y baja de los fungicidas se bas6 en la reco-
mendacion del fabricante (Diccionario de Especiali-
dades Agroquimicas 1993). El experimento se basé
en la técnica de envenenamiento del medio (Gonza-
lez et al. 1995). Después de la esterilizacion, cuando
el medio alcanz6 una temperatura de 38°C, se incor-
poraron los fungicidas dentro de una campana de es-
terilizacion.

Para el experimento de desarrollo micelial, se
usaron cajas Petri de 100 x 15 mm, de las cuales se
llen6é una tercera parte con medio de cultivo; des-
pués, se tomaron discos de 0,5 cm de didmetro de cul-
tivos del hongo de siete dias de edad y se colocaron
dentro de cada caja Petri. Los tratamientos se incu-
baron a 25 + 1°C durante el dia y a temperatura am-
biente durante la noche (27 + 1°C). Cinco dias des-
pués, se midi6 el didmetro del desarrollo micelial. El
porcentaje de inhibicién del hongo por los fungicidas
fue calculado con base en el desarrollo micelial en el
testigo, mediante la siguiente férmula:

(Cmf) (100)
Ic =100 -
Cmt

Donde:

Ic = porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
Cmf = crecimiento micelial con fungicidas

Cmt = crecimiento micelial en el testigo
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los diferentes aislamientos evaluados del hongo Lecanicillium lecanii (Cortez 2001).

Cepa Tipo Origen Hospedante
C(1) Monosporica Cardenas, Tabasco Toxoptera aurantii
C(3) Monosporica Cérdenas, Tabasco T. aurantii

C40(1) Monosporica Cuba Mosquita blanca
C41(4) Monosporica Cuba Mosquita blanca
Cb(0) Poliesporica Caobanal, Tabasco T. aurantii

H(0) Poliespdrica Huimanguillo, Tabasco T. aurantii

S(3) Monosporica Paraiso, Tabasco Aphis neri

Cuadro 2. Fungicidas y concentraciones evaluadas en el desarrollo de diferentes aislamientos del hongo Lecanicillium lecanii.

Dosis/100 ml de agua

Fungicida Alta Media Baja Testigo
OxictP (oxicloruro de cobre) 0,69 0,55¢ 0,59 00g
Balac(P (clorotalonil) 039 0259 029 009
Caldobordelés (sulfato de cobre) 11g - - 0,0g

En cuanto a la germinacién conidial, de una sus-
pension de 1x10° conidios/ml se sirvié una parte ali-
cuota sobre medio SDA en portaobjetos, colocados
dentro de cajas Petri e incubados en las mismas condi-
ciones del apartado anterior. A las 15 h, se registré el
porcentaje de germinacion conidial bajo el microsco-
pio compuesto. Este se obtuvo con base en tres con-
teos, de 100 conidios cada uno. La germinacion se de-
finié cuando el tubo germinativo alcanzé la mitad de
la longitud del conidio (Jackson et al. 1985). Los por-
centajes de inhibicidén se obtuvieron con base en los
porcentajes de germinacion en el testigo de cada cepa,
mediante la siguiente férmula:

(Gf) (100)
Ig=100- ——
(GY)

Donde:

Ig = porcentaje de inhibicién de la germinacion
Gf = germinacioén con fungicida

Gt = germinacion en el testigo

Las variables respuesta fueron el desarrollo mice-
lial y la germinacién, expresadas como porcentaje de
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inhibicion respecto al testigo. En cuanto a la ihibicion
micelial (Y),los datos se transformaron al arcoseno de
la raiz cuadrada de Y/100 (Little y Hills 1984). Para ca-
da fungicida (con excepcion del caldo bordelés), se
practicé un andlisis de varianza (ANVA) bajo un dise-
o completamente al azar en arreglo factorial (7x3),
donde los factores fueron las siete cepas y los niveles
las tres concentraciones. Para el caldo bordelés, se
practicé un ANVA bajo un disefio completamente al
azar. En todos los casos se establecieron tres repeti-
ciones. La separacion de medias fue mediante la prue-
ba de Tukey (P < 0,05).

Dado que todos los fungicidas inhibieron nota-
blemente la germinacién del hongo, no fue de interés
practicar un andlisis de varianza, por lo que el andlisis
se basé unicamente en la media y su error estiandar
por cepa dentro de cada fungicida.

Resultados

Efecto en el desarrollo micelial

El fungicida que inhibié més el desarrollo de las cepas
fue el Oxicu® (79,20 + 1,78%), comparado con el Ba-
lacti®, que fue el menos dafiino (28,39 + 1,74 ). Con el
caldo bordelés se obtuvo un efecto intermedio (68,53 +
3,84). De acuerdo con el andlisis estadistico (P < 0,05),
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se observaron diferencias en la respuesta de las dife-
rentes cepas de L. lecanii bajo estudio. Asi, la m4s sen-
sible a los fungicidas fue la Cb(0); los porcentajes de in-
hibicion fueron de 89,52 + 1,52, 36,13 + 8,21 y 90,78 +
4,61 para el Oxicti®, Balacti® y caldo bordelés, respectiva-
mente. Con el Oxici®, la inhibicién de la cepa Cb(0) fue
estadisticamente diferente respecto a las cepas C41(4),
S(3) y H(0). La cepa menos afectada por este fungicida
fue la H(0), con una media de 62,11 + 5,83 (Cuadro 3).

Con el Balacu®, la respuesta de las cepas fue mas
homogénea. Sin embargo, el grupo con mayor inhibi-
cién estuvo encabezado por la cepa Cb(0), la cual tni-
camente mostré diferencias significativas con las ce-
pas C(3) (19,53 + 4,19) y H(0) (21,03 + 1,99). En este
caso, la cepa menos afectada fue la C(3), sin mostrar
diferencias con la H(0) (Cuadro 3).

Con el caldo bordelés, el grupo mas afectado es-
tuvo conformado por las cepas Cb(0), S(3) y H(0). La

menos afectada fue la C(3), aunque no mostré dife-
rencias con la cepa hermana C(1) y las exdticas
C40(1) y C41(4) (Cuadro 3).

Efecto en la germinacion.

En la mayoria de los casos, los porcentajes de inhibi-
cién fueron superiores al 90%, por lo que se conside-
ra que el efecto de los fungicidas en la germinacién de
L. lecanii fue mas drastico que en el desarrollo mice-
lial. A pesar de lo anterior, s hubo algunas tendencias.
Aparentemente, el grupo de cepas C40(1), C41(4) y
Cb(0), catalogadas por Cortez (2001) como de coni-
dios pequefios (2,9-3,9 um) fueron los que mostraron
una tendencia de mayor sensibilidad a los fungicidas,
mientras que las cepas C(3), H(0) y S(0), de conidios
grandes (6,5-8,8 um), fueron menos sensibles. Lo ante-
rior fue més notorio con la dosis baja de los fungicidas
(Cuadro 4).

Cuadro 3. Medias del porcentaje de inhibicion del desarrollo micelial (+ s;) de diferentes razas del hongo Lecanicillium lecanii
cinco dias después de haber sido tratadas con tres fungicidas.

Crecimiento micelial por fungicida

Cepa Oxicu® Balacu® Caldo bordelés

Real Trans.! Real Trans. Real Trans.
c@) 79,0245,44 1,1340,07 abc 31,29+2,36  0,59+0,02 a 51,62+2,49  0,80+0,02 c
C(3) 88,51+2,98 1,27+0,06 a 19,53+4,19 0,43+0,06 c 44,18+4,02 0,72+0,04 c
C40(1) 79,73+2,14 1,10+0,02 bc 31,95+3,32 0,59+0,03 a 58,1045,47 0,86+0,05 bc
C41(4) 77,11+2,73 1,07+0,03 ¢ 31,25+3,73  0,58+0,03 a 69,47+0,98  0.98+0,01 bc
Cb(0) 89,52+1,52 1,24+0,02 ab 36,13+8,21 0,62+0,09 a 90,78+4,61 1,31+0,12 a
H(0) 62,11+5,83 0,91+0,06 d 21,03+1,99 0,47+0,02 bc 82,45+3,96 1,14+0,05 ab
S(3) 78,40+£4,91 1,10+£0,05 ¢ 27,57+£4,12 0,54+0,04 ab 83,13+0,19 1,14+0,002 ab
Media 79,20+1,78 28,39+1,74 68,53+£3,84

' Medias de los porcentajes de inhibicion (y) previa transformacién para su andlisis al arcoseno (y/100)?, seguidas de la misma letra dentro de columnas, no

difieren estadisticamente (Tukey, 0,05).

Cuadro 4. Medias del porcentaje de inhibicion (£ s,) de la germinacion conidial de diferentes razas del hongo Lecanicillium

lecanii después de haber sido tratadas con tres fungicidas.

Porcentaje de inhibicién por fungicida y dosis

Cepa Oxicu® Balacu® Caldo bordelés
Alta Baja Alta Baja Alta
C(1) 98,49+0,50 82,14+0,92 99,66+0,16 94,12+0,96 98,19+0,46
C@3) 97,94+0,63 66,92+1,36 99,19+0,28 89,86+0,67 96,15+0,82
C40(1) 99,77+0,15 96,43+0,55 99,19+0,23 97,29+0,39 98,62+0,33
C41(4) 99,09+0,35 97,85+0,25 99,19+0,33 98,33+0,25 98,95+0,30
Ch(0) 99,43+0,24 89,04+0,83 98,87+0,26 87,37+0,99 98,30+0,34
H(0) 96,84+0,45 85,36+0,88 98,03+0,43 90,28+0,47 95,51+0,44
S(3) 97,16+0,64 83,39+2,12 97,15+0,83 83,98+0,41 97,16+0,44
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Discusion

Los resultados sefialan que el efecto de los fungicidas eva-
luados sobre el desarrollo micelial de L. lecanii depende
de la cepa en cuestion y del producto utilizado, lo cual es
similar a lo reportado por Olmert y Kenneth (1974).

Aungque los tres fungicidas evaluados tuvieron un
efecto adverso sobre las cepas, el Balaci® mostro la
menor inhibicion, lo que sugiere que este fungicida se-
ria un candidato ideal para ser utilizado en cacao den-
tro de un manejo integrado que incluya a L. lecanii;
sin embargo, dicho producto es mds costoso que los
otros dos y su uso en cacao se ve limitado por el mo-
mento. Tanto el Oxici® como el caldo bordelés tuvie-
ron un fuerte efecto sobre el desarrollo micelial de L.
lecanii, 1o que indica que los compuestos basados en
cobre son fuertemente inhibitorios del desarrollo mi-
celial de L. lecanii. Sin embargo, a pesar de la fuerte
inhibiciéon de estos fungicidas, algunas de las cepas
mostraron mayor tolerancia que otras, como las del
grupo Cy la cepa H(0). La primera ha sido cataloga-
da por Cortez (2001) como la mas promisoria en el
control de 7. aurantii en cacao, por lo que los datos
aqui obtenidos complementan los trabajos de caracte-
rizacion de cepas de L. lecanii en Tabasco.

El efecto de los fungicidas en el desarrollo mice-
lial de L. lecanii fue de tipo fungistético, tal como ha
sido senalado para otras cepas del hongo (Gonzélez et
al. 1995, Mier et al. 1998). Cuando el hongo se transfi-
rié a un medio de cultivo libre del fungicida, las cepas
continuaron su desarrollo normal. De acuerdo con lo
anterior, se puede especular que, en condiciones de
campo, los dafios seran menores, tal como ha sido se-
nalado por Hall (1981) para cepas comerciales de L.
lecanii. No obstante, deben considerarse las dosis del
producto y los tiempos de aplicacion del hongo y del
fungicida.

Contrariamente a lo ocurrido en el desarrollo mi-
celial, el efecto sobre la germinacién de L. lecanii fue
mads drastico y, aunque hubo germinacién de algunos
conidios, ninguna de las cepas llegé a desarrollar colo-
nias. En este caso, el factor dosis fue de poca impor-
tancia o quizd ¢éstas fueron demasiado altas para la
prueba; no obstante, esas dosis son las recomendadas
para el control de hongos fitopatégenos en el campo.

Los resultados obtenidos en este trabajo son com-
plementarios a los obtenidos por otros autores, y son
una base importante para un manejo integrado de
plagas en el cultivo del cacao de Tabasco. Los trabajos
documentados sobre las epizootias naturales de L.
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lecanii sobre T. aurantii en cacao de Tabasco (Cortez
1994) sefialan la importancia de ese entomopatdogeno
en la regulacion natural del afido. Sin embargo, el uso
indiscriminado de fungicidas cipricos puede interferir
con su accion.

Por otro lado, con base en los resultados obtenidos
en este trabajo y en los estudios de caracterizacion rea-
lizados por Cortez (2001), 1a cepa C(3) es la de mayor
potencial para ser utilizada como bioinsecticida en el
cultivo del cacao de Tabasco; a pesar de haber sido fuer-
temente inhibida, esa cepa fue de las que tuvieron el
mayor desarrollo absoluto y aun en presencia de los
fungicidas siempre mostro el mayor desarrollo micelial.

Asi, se encontr6 un efecto fungistatico significati-
vo de los fungicidas Oxicd® (oxicloruro de cobre), cal-
do bordelés (sulfato de cobre) y Balacti® 750 (clorota-
lonil) sobre el desarrollo micelial del hongo L. lecanii.
Los fungicidas con el mayor efecto fueron el Oxici®
(79,20%) y el caldo bordelés (68,53%); el de menor
efecto fue el Balacti® 750 (28,39%).

La cepa mas susceptible a los fungicidas fue la
Cb(0) (66,82%) y la mas tolerante la H(0) (47,41%),
aunque la cepa con el mayor potencial bioinsecticida
fue la monosporica C(3), porque aunque tuvo una
fuerte inhibicion en relacién con el testigo sin tratar,
mostré también el mayor desarrollo absoluto.

La germinacion de L. lecanii fue drasticamente
inhibida por los tres fungicidas en las dosis evaluadas.
Con la dosis alta, la inhibicién de la germinacién fue
de 98,5%, 97,6% y 98,8%, para el Oxici®, el caldo
bordelés y el Balacu®, respectivamente.
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