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CONTROL BIOLOGICO DE LA FUSARIOSIS DE LA ESPIGA

DE TRIGO Y CEBADA

Pereyra, S.'; Garmendia, G.?; Cabrera, M.?; Vero, S.%; Pianzzola, M. 2;
Dill-Macky, R.3

RESUMEN

La fusariosis de la espiga de trigo y cebada es una enfermedad devastadora a nivel mundial y ha sido epidémica
en el Cono Sur de América del Sur en la Gltima década. Actualmente ninguna practica de manejo de la enfermedad
es por si efectivay el control biolégico podria ser una herramienta mas en el manejo integrado de la fusariosis
de la espiga. En Uruguay desde 2003, se vienen llevando a cabo trabajos con el fin de determinar la efectividad
del uso de agentes de biocontrol aplicados en espigas o en rastrojos de trigo en reducir la infeccion o la
produccion de indculo primario de Gibberella zeae (Fusarium graminearum), respectivamente. Los resultados
preliminares indican la potencialidad de la aplicacion de Trichoderma harzianum en reducir la produccion de
peritecios de G. zeae en el rastrojo. Es necesario contar con mayor informacion para poder integrar al control
bioldgico en el manejo de la fusariosis de la espiga.

PALABRAS CLAVE: Fusariosis de la espiga, trigo, control biol6gico, rastrojo, Fusarium graminearum,
Gibberella zeae.

SUMMARY

BIOLOGICAL CONTROL OF FUSARIUM HEAD BLIGHT
OF WHEAT AND BARLEY

Fusarium head blight is a devastating disease of wheat and barley worldwide and has been epidemic in the South
America’s Southern cone for the past decade. Currently, available control measures are only partially effective
and biological control could be an additional tool in an integrative approach to manage Fusarium head blight. In
Uruguay, since 2003, studies have been conducted to determine the effectiveness of biocontrol agent applied to
wheat spikes or to wheat residues to reduce infection or inoculum production of Gibberella zeae, respectively.
Preliminary results indicate that there is a potential to biologically reduce the perithecial production of G. zeae
with the application of Trichoderma harzianum to wheat residue. At this time, however, it is evident that
considerably more research is needed to integrate biological control into Fusarium head blight management.

KEY WORDS: Fusarium head blight, wheat, biocontrol, crop residues, Fusarium graminearum, Gibberella zeae.

INTRODUCCION

La fusariosis de la espiga (FE) es una enfermedad
devastadora de trigo y cebada en las regiones himedas y
sub-himedas del mundo. En las tltimas dos décadas ha
causado pérdidas significativas en los paises del Cono
Sur de América del Sur y en particular en Uruguay repre-
senta una de las principales limitantes para la produccion

de trigo y cebada. En la Gltima década, han ocurrido epide-
mias moderadas a severas cada dos a tres afios (Pereyra &
Diaz de Ackermann, 2003). Las pérdidas de rendimiento de
grano producidas por esta enfermedad pueden llegar hasta
30% en condiciones de epidemias severas y cultivares muy
susceptibles (Diaz de Ackermann & Kohli, 1997). Sin embar-
go, el aspecto mas relevante es la produccién de micotoxinas
por parte de los hongos causales de la enfermedad.
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La FE puede estar causada por una o mas especies del
género Fusarium. En Uruguay, la especie predominante
asociada a FE en trigo y cebada es Gibberella zeae
(Schwein.) Petch, anamorfo: Fusarium graminearum
(Schwabe), (Boerger, 1928; Boasso, 1961; Pritsch, 1995;
Pereyraet al., 2004a). Gibberella zeae es capaz de sobre-
vivir saprofiticamente en los rastrojos de trigo, cebada,
maiz, sorgo, y otras gramineas (Costa Neto, 1976; Sutton,
1982; Reis, 1988; Pereyra et al., 2004b) y por tanto, estos
constituyen la via de supervivencia y fuente de indculo
mas importante.

En la actualidad, las medidas disponibles de control no
son altamente efectivas en prevenir el desarrollo de la FE.
Solo se ha encontrado resistencia parcial (Mesterhazy,
1997) y hasta el momento se han incorporado niveles mo-
derados de resistencia en cultivares comerciales. Si bien
existen fungicidas suficientemente efectivos, su uso esta
limitado porque el momento 6ptimo para la aplicacion fre-
cuentemente coincide con condiciones de precipitacio-
nes, costo y la preocupacién de residuos en el producto
final. El beneficio potencial de la rotacién con cultivos no
susceptibles es menor debido al amplio rango de huéspe-
des de G. zeae. Mientras el enterrado del rastrojo promue-
ve su descomposicion y disminuye la produccion de
indculo primario al impedir la produccién de peritecios y
ascosporas y su dispersion (Khonga & Sutton, 1988; Dill-
Macky and Jones, 2000; Pereyra et al., 2004c), la siembra
directa es una practica mas atractiva a los productores ya
que ofrece ventajas de conservacion de suelos y costos
de energia menores. El uso de agentes de control biolégi-
co provee una estrategia adicional para un enfoque de
manejo integrado de la FE.

El objetivo de esta presentacion es brindar informacion
relacionada al control biologico de la FE de trigo y cebada
y al estado de avance de esta practica en Uruguay.

ESTRATEGIAS PARAEL CONTROL
BIOLOGICO DE LA FUSARIOSISDE LA
ESPIGA

Las estrategias de control biol6gico de la FE depende-
ran de aquellos momentos mas débiles en el ciclo de vida
de G. zeae. En este sentido existen dos enfoques: el uso de
antagonistas aplicados a las espigas a antesis para redu-
cir lainfeccién (Perondi et al., 1996; Stockwell et al., 2000;
Khanetal., 2001; Schisleretal., 2002; Luz et al., 2003) y el
tratamiento de los rastrojos para reducir los niveles de
inéculo primario (Fernandez, 1992; Bujold et al., 2001).

Aplicacion a la espiga

La aplicacion de antagonistas al momento de antesis
puede impedir o retardar la germinacion de las esporas de
G. zeae en el sitio de infeccion de la espiga (Luz et al.,
2003). Debido a que la ventana de vulnerabilidad a la infec-
cion es relativamente corta, desde floracion al estado de
grano lechoso-masa blanda, una aplicacion del agente de
biocontrol en la espiga a 0 justo antes de antesis podria
ser eficiente.

En este tipo de trabajo, en Brasil, Estados Unidos y
Canada se han aislado microorganismos capaces de redu-
cir laincidenciay severidad de la FE asi como también el
contenido de toxina deoxinivalenol (DON) (Perondi et al.,
1996; Khan et al., 2001). Los microorganismos con los que
han logrado los mejores resultados han sido bacterias
(Bacillus amiloquefaciens, B. subtilis, Pantoea
agglomerans) (Luz etal., 2003; Gilbert & Fernando, 2005)
y levaduras de los géneros Cryptococcus y
Sporobolomyces (Stockwell et al., 1997; Khan et al., 2001;
Schisler et al., 2002; Luz et al., 2003). Se han logrado las
mejores eficiencias de control reduciendo la severidad de
FE a campo en 50-67% asi como también las pérdidas de
rendimiento en grano en més de 700 kg por ha (Luz, 2003).
En trabajos orientados a evaluar la aplicacion de agentes
de biocontrol junto con fungicidas eficientes (i.e.:
tebuconazol) en el marco de un manejo integrado de la
enfermedad, se han logrado eficiencias de control de FE
de hasta 86% y disminucion en el contenido de DON hasta
del 25% (Bergstrom 2000; Stockwell et al., 2000).

En Uruguay, se estan llevando a cabo trabajos donde a
partir de la zafra 2005 se aislaran cepas de microorganismos
colonizando anteras de trigo, y se seleccionarén aquellas con
la capacidad de crecer en presencia de colina, betaina y tartato.

Aplicacion al rastrojo

El uso de agentes de biocontrol que afectan la supervi-
vencia saprofitica de G. zeae y/o reducen cuantitativamente
el indculo primario (peritecios y ascosporas) es una pro-
puesta original donde se han realizado escasos trabajos
(Fernandez, 1992; Bujold et al., 2001). La FE es una enfer-
medad monociclica donde la principal fuente de indculo
son los rastrojos infestados sobre la superficie del suelo.
En las condiciones de Uruguay, G. zeae es capaz de sobre-
vivir en rastrojo de trigo o cebada por dos afios y en ras-
trojo de maiz hasta por tres afios (Pereyra & Diaz de
Ackermann, 2003; Pereyra, 2005) (Figura 1). En consecuen-
cia, el uso de antagonistas adaptados a las condiciones de
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post-cosecha, capaces de reducir el nivel de in6culo ini-
cial en los rastrojos, podria ser una herramienta til en el
manejo integrado de la FE.

Existen antecedentes que mediante la aplicacién de
Microsphaeropsis sp. a los rastrojos de trigo y maiz, es
posible disminuir la produccion de ascosporas in vitro en
estos rastrojos. A campo, si bien no se detectd un efecto
en el patrén de maduracion de peritecios, se vio un efecto
significativo de aplicar Microsphaeropsis sp. en el nime-
ro de peritecios producidos (Bujold et al., 2001).

En Uruguay se evalu6 en una primera etapa el efecto de
la aplicacion de Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn y
Trichoderma harzianum Rifai comercialmente disponibles
en Estados Unidos y en Uruguay, en la colonizacion del
rastrojo por G. zeae y en la produccion de peritecios y
ascosporas. Se llevaron a cabo dos experimentos en con-
diciones semicontroladas donde se aplicaron B. subtilis,
cepa GBO3 de Estados Unidos (Kodiak®) a 0.05 g/m?,
4.6x10% ufc/g, T. harzianum cepa KRL-AG2 de Estados
Unidos (T-22®) a 2 y 5 g/m?, 1x107 ufc/g y T. harzianum
cepa L1 (Trichosoil®)a2y5g/m?, 1x107 ufc/g, y cepas By
C de Uruguay a 5 g/m?, 1x107 ufc/g a rastrojo de trigo natu-
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Figura 1. Colonizacién de rastrojos de trigo, cebada y
maiz recuperados de dos sistemas de laboreo: siembra di-
recta (-) y laboreo reducido (- -) por Gibberella zeae des-
de febrero 2001 a marzo 2003.

ralmente infectado con G. zeae (83% de los nudos coloni-
zados). En el Cuadro 1 se presentan los resultados de la
colonizacidn del rastrojo por cada uno de los agentes de
biocontrol en el tiempo. Ninguno de los tratamientos tuvo
un efecto significativo en reducir la colonizacion del ras-
trojo por G. zeae. Sin embargo, los rastrojos inoculados
con T. harzianum, T-22® (2 y 5 g/m?) y T. harzianum,
Trichosoil® (5 g/m?) presentaron una significativamente
(P<0.05) menor produccién de peritecios por mm? de ras-
trojo, a los tres meses de aplicar estos antagonistas (Figu-
ra2). En este caso, la menor produccion de peritecios de G.
zeae estuvo en parte explicada por una ausencia de aque-
llos estados de madurez categoria 1 de la escala de Paulitz
que corresponde a inicios de peritecios (Figura 3).

En una segunda etapa se aislaron y seleccionaron, se-
gun distintas caracteristicas, cepas nativas de Trichoderma
para control bioldgico de G. zeae en rastrojos. Se aislaron
16 cepas de Trichoderma spp. de rastrojo de trigo y ceba-
da provenientes de diferentes puntos del pais. Las cepas
aisladas fueron identificadas fenotipicamente a nivel de
género. Se estudid su capacidad antagonista in vitro fren-
te a cepas de G. zeae seleccionadas (ver item Seleccién de
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Cuadro 1. Colonizacion del rastrojo de trigo (nudos) por B. subtilis (Kodiak®) a 0.05 g/m? y T. harzianum (T-22® y
Trichosoil®) a2 g/m?y 5g/m?alos 31, 65,92, 148 y 177 dias luego de la aplicacion del agente de biocontrol.

Colonizacién de nudos por B. subtilis (%) Colonizacion de nudos por T. harzianum (%)
31 65 92 148 177 31 65 92 148 177
36.7 bt 46.7a 20.0b 20.0b 40.0a 10.0¢c 6.7d 00b 0.0b 0.0
86.7a 53.3a 93.3a 46.7a 36.7a 00¢c 0.0d 0.0b 00b 0.0

0.0c 0.0b 0.0c 0.0bc 0.0b 66.7 b 60.0c 26.7a 200a 13.3
0.0c 0.0b 0.0c 0.0bc 0.0b 86.7ab 60.0c 333a 333a 217
00c 0.0b 0.0c 0.0bc 0.0b 733b 86.7b 26.7a 200a 13.3
00c 0.0b 0.0c 0.0 bc 0.0b 933a 100.0 a 3l7a 333a 26.7

0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0014 0.0392 n.s.

! Valores seguidos de la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes al P=0.05 segln estadistico de maxima
verosimilitud (Chi-cuadrado). La colonizacion del rastrojo de trigo (nudos) previo a la aplicacion del agente de biocontrol fue 20% por
Bacillus spp. y 0% por Trichoderma spp.

2 T. h.: Trichoderma harzianum.
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Figura 2. Efecto de Bacillus subtillis y Trichoderma harzianum en el nimero de peritecios de
Gibberella zeae en el rastrojo de trigo. Los valores dentro de cada muestreo seguidos de la
misma letra no son significativamente diferentes segln test de MDS al P=0.05.
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Figura 3. Frecuencias (%) de los estados de madurez de los peritecios de G. zeae para cinco tratamientos de
biocontrol con Bacillus subtillis-Kodiak®, Trichoderma harzianum-T22® y T. harzianum-Trichosoil® y
para el testigo sin tratar en cinco momentos de muestreo (31, 65, 92, 148 y 177 dias luego del tratamiento) seguin
laescala de Paulitz (Bujold et al., 2001) donde 1: peritecios de color beige, inmaduros, 2: peritecios de color azul
claro, inmaduros, 3: peritecios negro-azulados sin ascas ni ascosporas, 4: peritecios negro-azulados con ascas
pero sin ascosporas maduras, 5: peritecios negro-azulados con ascas y con ascosporas maduras, y 6: peritecios
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la cepa de patdgeno a controlar) mediante cultivos duales
de los antagonistas y del patdgeno en placas de agar papa-
dextrosa (PDA). Se comparé visualmente y se determin6
inhibicion del crecimiento de los aislamientos de G. zeae
por parte de los antagonistas comparado con las placas
control (placas sembradas solamente con las cepas del
patégeno).

Se determind ademas la capacidad de producir celulasas,
quitinasas y B-1,3-glucanasas. La actividad celulasa se
analiz6 segln Zaldivar et al. (2001) con el fin de determinar
la capacidad del antagonista de degradar el rastrojo y uti-
lizarlo como fuente de carbono. La actividad exoquitinasa
se determind utilizando p-nitrofenil-N-acetil 3-D-
glucosamina como sustrato siguiendo técnica descrita por
Mahadevan & Crawford (1996). La actividad -1,3-
glucanasa se determind segiin método de Castoria et al.
(1997). Estas dos ultimas enzimas intervienen en la degra-
dacion de paredes celulares de hongos, por lo cual eleva-
dos niveles de produccién indicarian una mayor capaci-
dad del antagonista de actuar como micoparasito del paté-
geno. Se determind ademas, la sensibilidad in vitro al her-
bicida glifosato, de uso convencional que se aplicaria en
conjunto con el antagonista seleccionado. Con la cepa
seleccionada se realizaran ensayos de biocontrol en ras-
trojo.

Seleccion de la cepa de patdgeno a controlar

Se analizaron 22 muestras de trigo provenientes de un
muestreo a nivel nacional durante la zafra 2001-2002 y 2002-
2003 de donde se aislaron 70 cepas del género Fusarium.
Las cepas aisladas fueron identificadas genotipicamente
mediante el uso de primers especificos para especie y ca-
racterizadas molecularmente (Waalwijk et al., 2003). Se es-
tudio la resistencia in vitro a fungicidas de uso conven-
cional, la capacidad de produccion de DON in vitro, y el
grado de colonizacion de rastrojos evaluando la produc-
cion de peritecios y ascosporas [nimero de peritecios por
m? de rastrojo de trigo y estado de madurez segun escala
de Paulitz (Bujold et al., 2001)].

Para llevar a cabo los ensayos de control biol6gico en
rastrojo se selecciond la cepa que produjo el mayor nime-
ro de peritecios en rastrojo colonizado. Se trata de una
cepa con niveles medios de sensibilidad a los fungicidas
evaluados (tebuconazol, imazalil y tiabendazol). Para reali-
zar los ensayos de control biolégico en flor se utilizara
como patégeno la cepa que presente mayores niveles de
agresividad en planta y que sea capaz de producir altos
niveles de DON.

CONSIDERACIONES FINALES

El control biol6gico representa una alternativa adicio-
nal en un enfoque de manejo integrado de la FE, tanto
mediante la aplicacion de antagonistas en la espiga para
impedir la infeccion como en el rastrojo para interferir en la
produccion de indculo primario de la enfermedad. Sin em-
bargo, los resultados obtenidos hasta el momento sugie-
ren que es necesario contar con mayor informacion que
incluya conocer el modo de accion de los agentes de
biocontrol, el momento éptimo para la aplicacién de los
mismos, aspectos ecoldgicos del patégeno y antagonista,
formulacion méas adecuada segun la estrategia objetivo y
la compatibilidad de la aplicacion con otras practicas de
produccién de los cultivos.
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