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RESUMEN

El brusone del trigo causado por Pyricularia oryzae es una enfermedad dificil de
controlar, considerando los multiples reportes de resistencia del hongo a fungicidas
triazoles y estrobilurinas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la sensibilidad
de cepas paraguayas de P. oryzae a cinco productos fungicidas en condiciones
in vitro mediante la determinacidén de la concentracion inhibitoria media (CI50).
El experimento se realizd en el Centro de Investigacidon Hernando Bertoni, IPTA,
Caacupé. Se utilizd un disefio de bloques completos al azar, con arreglo factorial
5x5x8, con 10 repeticiones. Los factores en estudio fueron cinco cepas de P. oryzae;
cinco fungicidas (Ciproconazole 12% + Azoxystrobina 20%; Benzovindiflupyr 5%
+ Picoxystrobin 10%; Tebuconazole 25%; Fluxapyroxad 33,3%; Fluxapyroxad
7,7% + Pyraclostrobin 15,5% + Revysol 11,6%) y ocho concentraciones de cada
fungicida (0 (control); 0,1; 1; 5; 10; 20; 40 y 80 pug ml-1). La CI50 se calculd
determinando el crecimiento relativo de las cepas frente a cada concentracién de
fungicida mediante regresion log logistica de tres parametros LL.3. La sensibilidad
de las cepas y la fungitoxicidad de los fungicidas se clasificaron en funcidén de la
CI50, asi como la esporulacién de las cepas mediante el recuento de conidios ml-1.
Se observd que las cepas presentaron sensibilidad diferenciada a los fungicidas
evaluados. Ninguno de los fungicidas logré inhibir completamente la esporulacion.

Palabras clave:Magnaporthe oryzae, brusone del trigo, control quimico, fungicidas,
sensibilidad.

ABSTRACT

Wheat blast caused by Pyricularia oryzae is a challenging disease to control,
considering the multiple reports of fungicide resistance in triazole and strobilurin
fungicides. The objective of this work was to evaluate the sensitivity of Paraguayan
strains of P. oryzae to five fungicide products under in vitro conditions through
determination of the median inhibitory concentration (IC50). The experiment was
conducted at the Hernando Bertoni Research Center, IPTA, Caacupé. A randomized
complete block design with a 5x5x8 factorial arrangement and 10 replications was
used. The factors studied were five strains of P. oryzae; five fungicides (Cyproconazole
12% + Azoxystrobin 20%; Benzovindiflupyr 5% + Picoxystrobin 10%; Tebuconazole
25%; Fluxapyroxad 33.3%; Fluxapyroxad 7.7% + Pyraclostrobin 15.5% + Revysol
11.6%), and eight concentrations of each fungicide (0 (control); 0.1; 1; 5; 10;
20; 40, and 80 pg ml-1). The IC50 was calculated by determining the relative
growth of strains at each fungicide concentration using three-parameter log-logistic
regression LL.3. Strain sensitivity and fungicide fungitoxicity were classified based
on IC50 values, as well as strain sporulation through conidia ml-* counts. The
strains exhibited differential sensitivity to the evaluated fungicides. None of the
fungicides achieved complete inhibition of sporulation.

Keywords: Magnaporthe oryzae, wheat blast, chemical control, fungicides,
sensitivity.
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INTRODUCCION

La Pyricularia o brusone del trigo es una enfermedad
causada por el hongo Pyricularia oryzae patotipo Triticum
(PoT) la cual causa pérdidas variables que pueden ir
del cinco al 100% dependiendo de factores como las
condiciones ambientales, la variedad utilizada y las
practicas de manejo (Kohli, Mehta, Guzman, De Viedma y
Cubilla, 2011). En general, es considerada una enfermedad
de dificil control, por lo que para manejarla adecuadamente
se recomienda emplear un conjunto de medidas tales
como el uso de variedades resistentes, siembra en época
recomendada, uso de semillas sanas y el control quimico
mediante fungicidas (Cruz y Valent, 2017; Kohli, Cazal y
Chavez, 2020).

Aparte de la resistencia genética, el uso de fungicidas es
la practica mas comun para el manejo de enfermedades
en el cultivo de trigo. Sin embargo, la aplicacion repetitiva
de un mismo fungicida (un solo principio activo o mezclas
de principios activos) puede traer consigo la aparicion de
resistencia del patégeno a los fungicidas comiUnmente
utilizados (Carmona y Sautua, 2017).

La resistencia de PoT a los triazoles y estrobilurinas fue
reportada en 2015 en Brasil (Castroangudin et al., 2015;
Oliveira, Castroagudin, Nunes Maciel, dos Santos Pereira
y Ceresini, 2015). También se conoce que la resistencia a
los triazoles esta presente en cepas aisladas de distintas
especies de malezas asociadas al cultivo de trigo (Dorigan
et al., 2019) y en distintas poblaciones de PoT en Brasil
(Poloni et al., 2021).

La eficiencia de los fungicidas para el control de PoT varia
mucho dependiendo de la region, de manera que un
producto puede ser efectivo en una regién y no en otra
(Cruz et al., 2019), por lo que es importante evaluar
la efectividad de los mismos a fin de recomendar los
fungicidas mas efectivos para cada region. Segun el Comité
de Accién de Resistencia a Fungicidas (Fungicide Resistance
Action Committee, 2018), el monitoreo de la sensibilidad
de un hongo a un fungicida es importante para maximizar
su eficacia de control. Por esta razén, es muy importante
establecer la sensibilidad para cada combinacion fungicida/
patdgeno.

Paraguay carece de informacién acerca de la eficacia de
los distintos productos para el control de PoT y ademas
se desconoce la sensibilidad de distintas cepas del hongo
a los diferentes principios activos. Por ello, el objetivo de
este trabajo fue determinar la sensibilidad de cepas de
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PoT a diferentes productos fungicidas en condiciones in
vitro mediante el calculo de la CI50 y la evaluacion de la
esporulacion del patdgeno frente a los diferentes productos
fungicidas.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd6 en el laboratorio del
Departamento de Fitopatologia del Centro de Investigacion
Hernando Bertoni (CIHB), Instituto Paraguayo de
Investigacion Agraria (IPTA), Caacupé, Cordillera, durante
los meses de noviembre de 2022 a mayo de 2023.

Se aplicd un diseflo experimental en bloques completos
al azar con arreglo factorial 5x5x8, con 10 repeticiones,
totalizando 200 tratamientos que consistieron en la
combinacion de los siguientes factores: cinco productos
fungicidas (Ciproconazole 12% + Azoxistrobina 20%;
Benzovindiflupyr 5% + Picoxystrobin 10%; Tebuconazole
25%; Fluxapyroxad 33,3%; Fluxapyroxad 7,7% +
Pyraclostrobin 15,5% + Revysol 11,6%), cinco cepas
de PoT y ocho concentraciones de cada fungicida [0
(testigo); 0,1; 1; 5; 10; 20; 40 y 80 pg ml-1]. Cada unidad
experimental correspondié a una placa de Petri.

Los aislados fueron obtenidos de zonas productoras de
trigo en Paraguay segun se detalla en la Tabla 1.

Las mismas fueron identificadas morfolégicamente
mediante observacion microscopica y molecularmente
mediante PCR convencional utilizando los marcadores
moleculares Pot-2a, el cual es un marcador general para
el género Pyricularia y MoT3 que es especifico para el
patotipo Triticum de P. oryzae (Pieck et al., 2017).

Para determinar la concentracion inhibitoria media (CI50)
de cada producto fungicida, se siguidé la metodologia de
Dominguez, Sautua y Carmona (2021). Bajo camara de
flujo laminar, con agua destilada esterilizada se prepararon
dos suspensiones madre de cada producto fungicida, de
manera a obtener una concentraciéon de 1 ug ml-t y 10
Mg ml-t de principios activos. A partir de las suspensiones
madre, se adicionaron las cantidades necesarias para
lograr las concentraciones variables de los productos
fungicidas [0; 0,1; 1; 5; 10; 20; 40 y 80 ug ml-1] al medio
de cultivo de agar avena, cuando este se encontraba a
una temperatura de aproximadamente 45 °C. El medio
con distintas concentraciones de producto fungicida,
previamente homogeneizado, fue volcado en placas de
Petri. Una vez solidificado, se sembrd, en el centro de cada
una, un disco de agar de 6 mm conteniendo micelio activo

Tabla 1. Cepas de Pyricularia oryzae perteneciente a la coleccién del Proyecto Pyricularia en trigo CAPECO utilizadas

en el experimento

Cadigo Localidad Departamento Aio Parte de la planta
P12-001 Yhovy Canindeyu 2012 Semilla
P13-009 Capitan Miranda Itapua 2013 Espiga
P14-039 Estancia Flor Alto Parana 2014 Espiga
P18-119 Yhovy Canindeyu 2018 Hoja
P18-121 Capitan Miranda Itapua 2018 Espiga
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Tabla 2. Escala de sensibilidad basada en la CI50 (ug ml-1). Criterio de sensibilidad de hongos a fungicidas y de
fungitoxicidad de acuerdo con la escala propuesta por Edgington et al. (1971).

Escala de CI50 (pg mli-1)

Sensibilidad del hongo

Fungitoxicidad del fungicida

<1 Muy sensible
1a10 Moderadamente sensible
10 a 50 Poco sensible

>50 Insensible

Alta fungitoxicidad
Moderada fungitoxicidad
Baja fungitoxicidad
Sin fungitoxicidad

del patdgeno. Las placas inoculadas se incubaron en la
camara de cultivo a 25-27 °C con un fotoperiodo de 12 h
luz/12 h oscuridad (Marangoni, Nunes, Fonseca y Mehta,
2013). Cuando el tratamiento testigo llend la placa de Petri,
a los 15 dias, se realizaron mediciones del crecimiento
radial del hongo con un calibre digital. Se midieron dos
didametros de la colonia en forma perpendicular, y se
calculé un promedio de ambas mediciones.

El crecimiento relativo para cada combinacion fungicida-cepa
fue calculado de la siguiente forma: didmetro de la colonia
con fungicida/didmetro de la colonia del tratamiento testigo.
Por ultimo, se realizé un promedio de las 10 placas de cada
concentracion de fungicida. Con estos datos se procedié a
realizar una regresion ajustando un modelo log logistico de
tres parametros (LL.3) utilizando el paquete drc del software
R version 4.5.0 y con los valores obtenidos de dicha regresién
se calculd la CI50 de cada una de las cepas y productos
fungicidas en estudio. Con los valores de CI50 calculados,
las cepas fueron clasificadas en base a su sensibilidad a cada
uno de los productos fungicidas. La fungitoxicidad de los
productos fue clasificada utilizando la escala propuesta por
Edgington, Khew y Barrow (1971) (Tabla 2).

Para evaluar la esporulacion de las cepas, se seleccionaron
aleatoriamente, de cada concentracidn, cinco placas de las
10 repeticiones de cada tratamiento. Bajo camara de flujo
laminar, se procedié a remover el micelio con una varilla
de vidrio en las placas que después fueron incubadas bajo
luz fluorescente constante por 72 horas para favorecer la
esporulacién (Marangoni et al., 2013). Posteriormente,
se procedid a raspar la superficie de las placas con un
cepillo, agregando 10 ml de agua destilada a cada placa
para remover los conidios formando una suspension. Por
ultimo, bajo microscopio, con un hematocitdmetro se
realizd el recuento de los conidios del hongo extrayendo
una muestra de 100 pL de la suspensidn. Se realizaron dos
conteos por cada placa. El promedio de los dos conteos fue
multiplicado por el factor de correccion (50.000), siguiendo
la metodologia de French y Hebert (1980).

La esporulacion de los aislados se analizd mediante un
modelo lineal generalizado con distribucion binomial
negativa, se graficaron las medias marginales en funcion
de la concentracién de fungicida. Para el andlisis de la CI50
se ajustd un modelo log logistico de tres paréametros (LL.3)
y se calcularon los intervalos de confianza utilizando el
paquete drc del software R version 4.5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los

Investig. Agrar. 2025; 27(2):e2702854

resultados muestran que las cepas estudiadas

presentaron distintas sensibilidades a los productos
fungicidas evaluados. Para el fungicida Ciproconazole
12% + Azoxystrobina 20%, todas las cepas fueron
moderadamente sensibles (Tabla 3). La cepa P13-009 para
el fungicida Benzovindiflupyr 5% + Picoxystrobin 10%, y
la cepa P18-119 para el Tebuconazole 25%, fueron muy
sensibles a estos fungicidas, mientras que las demas cepas
mostraron moderada sensibilidad a los mismos.

Por otra parte, el fungicida que presentd los valores de
CI50 mas elevados fue el Fluxapyroxad 33,3%, por lo que
las cepas fueron clasificadas como insensibles al mismo.
Asi también, todas las cepas fueron poco sensibles al
fungicida Fluxapyroxad 7,7% + Pyraclostrobin 15,5% +
Revysol 11,6%. El fungicida con los valores de CI50 mas
bajos fue el Benzovindiflupyr 5% + Picoxystrobin 10%.

En la Figura 1 se presentan las curvas de concentracion-
crecimiento relativo obtenidas para los cinco fungicidas
evaluados frente a las cinco cepas del patégeno. En
todos los casos se observa una disminucion progresiva
del crecimiento relativo a medida que aumenta la
concentracion del fungicida.

Los fungicidas Benzovindiflupyr 5% + Picoxystrobin
10% vy Tebuconazole 25% muestran pendientes mas
pronunciadas en la mayoria de las cepas, lo cual indica
mayor eficacia en la reduccién del crecimiento relativo y
menores valores estimados de CI50. Por el contrario, los
fungicidas Fluxapyroxad 33,3% y Fluxapyroxad 7,7% +
Pyraclostrobin 15,5% + Revysol 11,6% presentan mayor
crecimiento para todas las cepas. El fungicida Ciproconazole
12% + Azoxystrobina 20% presenta una mayor eficacia
representada por la reduccion del crecimiento relativo
para las cepas mas antiguas (P12-001, P13-009 y P14-
039) pero no para las cepas mas recientes (P18-119 y
P18-121).

La cepa P18-119 muestra una discriminacién mas marcada
entre fungicidas, mientras que las demas cepas exhiben
curvas mas proximas entre si, indicando una sensibilidad
relativamente homogénea entre las mismas.

Los estudios realizados por Boaretto et al. (2015) reportan
que de seis aislados de Pyricularia oryzae evaluados,
cinco resultaron muy sensibles y uno resultd insensible al
Tebuconazole. A su vez, Cazdn, Ascari, Santos y Emerson
Medeiros (2022) obtuvieron valores de CI50 que variaron
de 0,003 a 1,188 pg ml-1 para este fungicida, clasificando
las cepas como muy sensibles a moderadamente sensibles,
lo que concuerda con este estudio donde cuatro de las
cepas estudiadas fueron clasificadas como moderadamente
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Tabla 3. Concentracién inhibitoria media (CI50) de los productos fungicidas evaluados para las cinco cepas de PoT, con
sus intervalos de confianza y clasificacion segun la escala de Edgington et al. (1971).

CI,, estimado

Intervalo de confianza

Fungicida Cepa hg mi-t 95% para la CI,, pg ml-* Clasificacion Cepa/Fungicida
P12-001 7,04 1,8-12,2
P13-009 3,09 0,54-5,64
Ciproconazole 12% + Moderadamente sensibles/Moderada
Azoxystrobina 20% P14-039 2,73 0,98-4,80 fungitoxicidad
P18-119 7,62 4,43-10,83
P18-121 9,53 3,15-15,92
P12-001 2,14 0,8-3,4 Moderadamente sensible/Moderada
fungitoxicidad
P13-009 0,65 0,10-1,19 Muy sensible/Alta fungitoxicidad
Benzovindiflupyr 5% +
Picoxystrobin 10% P14-039 1,59 0,52-2,66
Moderadamente sensibles/Moderada
P18-119 1,73 0,73-2,73 fingitoxicidad
P18-121 2,19 0,86-3,52
P12-001 3,10 1,1-5,09
Moderadamente sensible/Moderada
P13-009 2,63 0,35-4,91 fungitoxicidad
Tebuconazole 25% P14-039 4,68 2,47-6,88
P18-119 0,73 0,11-1,35 Muy sensible/Alta fungitoxicidad
Moderadamente sensible/Moderada
P18-121 3,57 1,43-5,71 fungitoxicidad
P12-001 78,92 50,8-107,03
P13-009 54,25 37,91-70,59
Fluxapyroxad 33.3% P14-039 87,05 49,83-124,27 Insensibles/Sin fungitoxicidad
P18-119 58,41 38,67-78,16
P18-121 67,59 34,79-100,38
P12-001 27,65 15,25-40,05
Fluxapyroxad 7,7% + P13-009 18,74 8,54-28,95
Pyraclostrobin 15,5% + p14-039 24,29 15,21-33,36 Poco sensibles/Baja fungitoxicidad
Revysol 11,6%
P18-119 19,22 10,84-27,59
P18-121 32,59 21,85-43,34

sensibles y una muy sensible al tebuconazole con valores
de CI50 mas elevados (entre 0,73 ug ml-t y 4,68 ug ml-1).

En cuanto a los fungicidas pertenecientes al grupo de las
carboxamidas, Cazén et al. (2022) obtuvieron valores
de CI50 de 3,26 a 136 pg mlt para el Fluxapyroxad,
clasificando a las cepas como moderadamente sensibles a
insensibles. En este trabajo, los valores de CI50 para ese
principio activo fueron de 54,25 a 87,05 pug ml-1, siendo
los mas altos para todas las cepas evaluadas.

Por otro lado, la mezcla de triazoles con estrobilurinas
(Ciproconazole 12% + Azoxystrobina 20%) presentd
valores de CI50 de entre 2,53 a 9,53 ug ml-1. Teniendo en
cuenta que Castroagudin et al. (2015) observaron que la
CI50 de la poblaciéon de Pyricularia oryzae para el fungicida
Azoxystrobina fue mayor a 10 ug mi-1, se considera que
los valores de CI50 observados para la mezcla fueron
debidos al triazol. No obstante, es necesario evaluar la
sensibilidad de las cepas paraguayas a los principios
activos por separado.

Lo mismo ocurre con el producto mezcla de carboxamidas
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y estrobilurinas, a base de Benzovindiflupyr 5% +
Picoxystrobin 10%, cuyos valores de CI50 variaron entre
0,65a 2,19 uyg ml-* para las cepas evaluadas. Considerando
que Oliveira et al. (2015) reportaron resistencia cruzada a
las estrobilurinas en la poblacién de Pyricularia oryzae, y
que Cazon et al. (2022) reportan valores de CI50 de 0,001
a 0,044 ug ml-* para el Benzovindiflupyr, los valores de
CI50 observados en este trabajo se consideran altos en
comparacion a lo reportado por los mencionados autores.

El producto a base de una triple mezcla de principios activos
(Fluxapyroxad 7,7% + Pyraclostrobin 15,5% + Revysol
11,6%) presentd valores de CI50 de entre 18,74 y 32,59
Mg ml-1, siendo estos valores mayores a los observados
para los productos mezcla de triazol mas estrobilurina y
carboxamida mas estrobilurina, indicando que la triple
mezcla podria no ser mas efectiva para el control de PoT.

En la Figura 2 se presentan las medias marginales del
recuento de conidios ml-1 de las cepas estudiadas para los
productos fungicidas evaluados. Se observé esporulacion
de todas las cepas en todas las concentraciones y todos
los productos fungicidas evaluados. Esto implica que
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Figura 1. Curvas de concentracién-crecimiento relativo para

los fungicidas evaluados sobre las cinco cepas del patégeno.

F1: Ciproconazole 12% + Azoxystrobina 20%; F2: Benzovindiflupyr 5% + Picoxystrobin 10%; F3: Tebuconazole 25%;
F4: Fluxapyroxad 33,3%; F5: Fluxapyroxad 7,7% + Pyraclostrobin 15,5% + Revysol 11,6%.
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Figura 2. Medias marginales estimadas del recuento de conidios ml-t en funcién de la concentracién de fungicida para

las cinco cepas estudiadas para cada fungicida, ajustadas

mediante un modelo de regresion binomial negativa. Los

puntos representan las medias marginales estimadas del modelo. Las barras de error verticales indican los intervalos
de confianza del 95% para cada punto de datos. Los paneles etiquetados 1 a 5 representan diferentes fungicidas: 1.
Ciproconazole 12% + Azoxystrobina 20%; 2. Benzovindiflupyr 5% + Picoxystrobin 10%; 3. Tebuconazole 25%; 4.
Fluxapyroxad 33,3%; 5. Fluxapyroxad 7,7% + Pyraclostrobin 15,5% + Revysol 11,6%. Los colores distinguen las
cepas: P12-001 (rojo), P13-009 (verde oliva), P14-039 (verde azulado), P18-119 (azul claro), P18-121 (magenta).

ninguno de los productos evaluados inhibe por completo
la esporulacion.

Para las cepas mas antiguas (P12-001, P13-009 y P14-039)
se observo un efecto dosis-respuesta significativo, donde
concentraciones crecientes de los fungicidas resultaron
en una reducciéon de los conidios ml-1 (p < 0,05), no asi
para las cepas mas recientes (P18-119 y P18-121), que
mantienen una esporulacion constante a pesar del aumento
de las concentraciones. En general, la esporulacién de
las cepas mostrd sensibilidad diferenciada a los distintos
fungicidas. Para los fungicidas 1, 2 y 3 se observd una
tendencia decreciente en el recuento de conidios ml-1 con
el aumento en la concentracion de fungicida. Mientras que
para los fungicidas 4 y 5, el recuento de conidios ml-1 de
la mayoria de las cepas se mantiene, lo que sugiere que
estos productos tienen menor eficacia de control sobre la

Investig. Agrar. 2025; 27(2):e2702854

esporulacion del patégeno. Ninguno de los fungicidas logrd
inhibir la esporulacidon de las cepas en la concentracién
mas alta estudiada (80 ug ml-1).

La cepa P13-009, una de las mas antiguas de la coleccion,
fue mas consistente en la produccion de conidios en la
mayoria de las concentraciones, lo que sugiere una menor
sensibilidad (mayor tolerancia) a los fungicidas evaluados.
Asi también, las cepas aisladas mas recientemente (P18-
119 y P18-121) presentaron una menor sensibilidad al
aumento de las concentraciones.

Cabe destacar que este es el primer trabajo en el cual
se evalla la esporulacion del patégeno frente a productos
fungicidas, ya que trabajos realizados anteriormente por
lo general miden la germinacién de los conidios (Dorigan
et al., 2019; Poloni et al., 2021; D’Avila, Corsi de Filippi
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y Café-Filho, 2021). Por lo que seria importante tener en
cuenta estas dos variables para determinar con exactitud
la eficacia de los principios activos para el control del
patégeno.

Considerando que se utilizaron productos comerciales
para obtener las distintas concentraciones, y también un
numero reducido de cepas, seria importante repetir esta
investigacion utilizando los principios activos por separado
y un mayor nimero de cepas, a fin de tener un panorama
mas amplio de lo que ocurre con la poblacion del patégeno
en Paraguay. No obstante, los resultados logrados en este
trabajo son claves para monitorear la sensibilidad de las
cepas paraguayas de PoT a los fungicidas utilizados en el
campo.

Teniendo en cuenta la diferencia en la sensibilidad de las
cepas estudiadas a los productos evaluados y también que
ninguno inhibié por completo la esporulacion (cantidad de
conidios ml-1), estos resultados deben ser una llamada
de alerta para los productores y técnicos de campo. Cabe
mencionar especialmente la identificacion de cepas como
P13-009, que siguen con alta cantidad de esporulacion
bajo todos los tratamientos y que pueden ser importantes
para las epidemias futuras en el pais.

Los resultados de este trabajo serviran como referencia para
la sensibilidad de las cepas paraguayas de PoT y continuar
con el monitoreo del comportamiento de otras cepas frente
a los diferentes principios activos recomendados para el
control de las enfermedades en trigo.

CONCLUSION

Las cepas paraguayas de Pyricularia oryzae estudiadas
en este trabajo mostraron sensibilidad diferenciada a
los productos fungicidas evaluados. Las distintas cepas
mostraron su capacidad de seguir produciendo conidios
en distintas concentraciones de los fungicidas utilizados.
Ninguno de los productos fungicidas inhibié la esporulacién
de las cepas por completo.
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