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BIOCONTROL ACTIVITY OF Bacillus velezensis EM-A8 AGAINST
Exserohilum turcicum IN MAIZE UNDER NATURAL EPIDEMIC CONDITIONS

ABSTRACT. Northern Corn Leaf Blight (NCLB), caused by Exserohilum turcicum, is one of
the most important foliar diseases of maize in Argentina. The objective of this study was
to evaluate the biocontrol activity of Bacillus velezensis EM-A8 on the epidemic progress
of NCLB under natural epidemic conditions, comparing its performance with an
untreated control and the fungicide Amistar Xtra as a chemical reference. The
phytotoxic potential of B. velezensis EM-A8 was also assessed. The 2025/26 growing
season provided highly favorable environmental conditions for disease development,
allowing the establishment of a natural epidemic suitable for treatment evaluation.
Disease severity was assessed at four evaluation dates, and the area under the disease
progress curve (AUDPC) was calculated. B. velezensis EM-A8 significantly reduced both
disease severity and epidemic progress compared with the untreated control. The
highest level of biological control was achieved with two applications (V12 + VT), which
reduced final disease severity by 45.9% and AUDPC by 62.2%. Although disease
suppression remained lower than that obtained with the reference fungicide, the
double application achieved approximately 77% of the fungicide's AUDPC reduction. No
phytotoxic effects were observed. These results demonstrate the biocontrol potential
of B. velezensis EM-A8 under natural epidemic conditions and support its use as a
complementary tool within integrated disease management programs for maize.

Keywords: disease progress, AUDPC, biological fungicides, integrated disease
management
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INTRODUCCION

Entre las principales limitantes sanitarias del cultivo de maiz (Zea mays L.) en
Argentina se encuentran las enfermedades foliares, cuya incidencia y severidad
dependen de factores como la susceptibilidad genética del hibrido, la fecha de siembra,
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el sistema de cultivo y las condiciones ambientales. En la regién centro-norte de
Cdrdoba, las enfermedades predominantes son la roya comun (Puccinia sorghi), el tizén
foliar comun (Exserohilum turcicum) y la cercosporiosis (Cercospora spp.) (De Rossi y
col., 2018). En campafias favorables para su desarrollo, estas enfermedades pueden
ocasionar pérdidas de rendimiento de entre el 10 y el 40 % (Formento, 2010; De Rossi,
2020).

La aplicacién de fungicidas foliares constituye una de las principales herramientas
para el manejo del tizén foliar comun (TFC). Sin embargo, la creciente demanda de
sistemas agricolas mas sustentables, junto con la necesidad de diversificar las
estrategias de manejo para disminuir la dependencia de fungicidas de sintesis quimica,
ha impulsado el desarrollo de agentes de control biolégico como complemento dentro
de programas de manejo integrado de enfermedades.

En este contexto, el Laboratorio de Ecologia Microbiana de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto viene desarrollando durante los ultimos afios una linea de
investigacion orientada a la seleccidn vy caracterizacion de microorganismos
antagonistas de E. turcicum. Diversos estudios demostraron la capacidad antagonista de
aislamientos bacterianos sobre el patdgeno en ensayos in vitro, evaluaron su eficacia en
condiciones controladas, analizaron sus posibles mecanismos de accién y estudiaron su
tolerancia a diferentes condiciones ambientales (Sartori y col.,, 2015; Sartori y col.,
2017a,b; Sartori y col., 2020; Fessia y col., 2022, 2024). Mas recientemente, Bacillus
velezensis EM-A8 mostré resultados promisorios como agente de biocontrol y promotor
del crecimiento vegetal en ensayos de campo (Grossi Vanacore y col., 2025).

Aun con estos avances, todavia existe informacién limitada acerca del desempeno
de Bacillus velezensis EM-A8 frente a epidemias naturales de Exserohilum turcicum, asi
como sobre la influencia que la frecuencia de aplicacién puede ejercer sobre su eficacia
de biocontrol. La validacion de estos agentes bioldgicos bajo condiciones de epidemia
natural constituye un paso indispensable para definir su potencial incorporacién dentro
de programas de manejo integrado de enfermedades. En ese marco se encuadra el
presente trabajo de cooperacién entre la Universidad Catdlica de Cdérdoba y la
Universidad Nacional de Rio Cuarto.

La campafia agricola 2025/26 presentd condiciones ambientales altamente
favorables para el desarrollo del TFC, con precipitaciones superiores a la media durante
gran parte del ciclo del cultivo y ausencia de estrés hidrico significativo. Este escenario
generd una presion natural de enfermedad adecuada para evaluar el comportamiento
sanitario de los tratamientos ensayados.

OBIJETIVOS

Evaluar el potencial de biocontrol de Bacillus velezensis EM-A8 sobre el progreso
epidémico del TFC, comparandolo con un testigo sin tratar y con Amistar Xtra como
fungicida quimico de referencia.

Determinar si la cepa B. velezensis EM-A8 produce efectos de fitotoxicidad en el
cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion del indculo: se transfirié una colonia de B. velezensis EM-A8 proveniente
de agar nutritivo (AN) a un medio liquido a base de extracto de levadura (10 g/L) y
melaza (5 g/L) con una actividad de agua (aw) ajustada a 0,97 mediante glicerol (Sartori
y col., 2026), se incubd a 30 °Cy 140 rpm en agitador orbital (BM081, Biomint, Argentina)
durante 24 h.

Localidad y cultivar: el ensayo fue conducido en la localidad de General Paz, Cérdoba,
dentro del establecimiento Don Julio, coordenadas: -31.167824, -64.160853; sobre
cultivo de maiz, en el hibrido KM 3916 Vip3, sembrado el 10-01-2026, con una densidad
de 6 pl /m?, a una distancia entre hileras de 0,52 m, en condicién de secano, sobre
rastrojo de maiz.

Disefno experimental y tecnologia de aplicacién: los tratamientos fueron dispuestos en
microparcelas de 13,5 m? (4 surcos de ancho a 0,52 m x 6,5 m de largo), en un disefio
experimental completamente aleatorizado con cuatro repeticiones. Se aplicd con
mochila pulverizadora de presidon constante mediante CO;, con botalén de 2 m de ancho
aplicacién, provisto de 4 picos cono hueco 8002, asperjando un volumen de caldo de
115 litros por hectarea.

Tratamientos: el protocolo consté de seis tratamientos que se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos, dosis y momento de aplicacion

. Momento de Dosis
Tratamiento* . —
aplicaciéon (mL ha™)

1 Testigo -
2 B. velezensis EM-A8 - V12 V12 2000
3 Amistar Xtra - V12 V12 500
4 B. velezensis EM-A8 - V12 + Vt V12 + Vt 2000 + 2000
5 Amistar Xtra - Vt Vit 500
6 Amistar Xtra - Vt + B. velezensis EM-A8 - Vt Vit 500 + 2000

*a todos los tratamientos se les agregd el coadyuvante Rizospray a la dosis de 200 cc/ha

Evaluaciones Sanitarias: se realizd el acompafiamiento del lote de ensayo, haciendo
visitas periddicas para determinar el momento dptimo para la aplicacion de los
tratamientos. Se evaluaron las siguientes variables:

Severidad media (porcentaje visual de area foliar afectada), medida en las hojas
de mayor importancia del cultivo, siendo las mismas las ultimas cuatro hojas
completamente desplegadas en estados fenoldgicos vegetativos y en las hojas de la
espiga, dos superiores y dos inferiores (he, he+1, he+2, he-1 y he-2) en los estados
fenoldgicos reproductivos. El porcentaje de tejido foliar infectado por TFC fue estimado
usando la escala desarrollada por De Rossi (2020). La misma se realizé en cinco plantas
por parcela de cada repeticion, donde se descartaron las hojas incompletamente
desarrolladas y las que presentaban mas del 50 % de senescencia.

Las evaluaciones de severidad fueron realizadas a 0, 14, 28 y 42 dias desde la
aplicacion inicial (DDA), asociadas a los estadios V12, VT, R2 y R4. Con los datos de
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severidad, se calculé el area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE)
mediante el método trapezoidal (March y col., 2012).

El porcentaje (%) de control se calculd mediante la féormula: [((% severidad
testigo - % severidad tratamiento) / % severidad testigo) *100]. De la misma manera se
realizo para el ABCPE.

Fitotoxicidad: a los 15 DDA se evalué la posible generacidn de sintomas de fitotoxicidad
en el cultivo, utilizando como referencia la escala de fitotoxicidad propuesta por la
European Weed Research Society, con valores de 0-100 de porcentaje de dafio en la
parcela.

Analisis estadistico: todos los resultados fueron analizados estadisticamente mediante
analisis de la varianza y test de diferenciacion de medias LSD Fisher (5 %), utilizando el
programa estadistico InfoStat (Di Rienzo y col., 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones ambientales.

La campafia agricola 2025/26 presenté condiciones altamente favorables para el
desarrollo del TFC. Luego de un breve periodo seco durante los primeros estadios
vegetativos, las precipitaciones y la humedad ambiental se mantuvieron elevadas
durante gran parte del ciclo del cultivo, mientras que las temperaturas permanecieron
dentro de los rangos Optimos para el desarrollo de E. turcicum (Figura 1). Estas
condiciones permitieron el establecimiento de una epidemia natural de intensidad baja
a intermedia, generando un escenario adecuado para evaluar el comportamiento de los
tratamientos ensayados.

Condiciones ambientales: Estacidon General Paz. Campafia 2025-26.

112,6
1080 1084

Temperatura ("C)
Precipitaciones (mm)

NOVIEMBRE 2025 DICIEMBRE 2025 ENERQ 2026 FEBRERO 2026 MARZO 2026 ABRIL 2026

m Precip acumulada (mm) — e===T° Max absoluta  ====T®Min absoluta

Figura 1. Registro de condiciones ambientales durante la campafa agricola 2025-26 en la estacion
meteorolégica del establecimiento Don Julio, localidad de General Paz, perteneciente a la red de
estaciones de la Bolsa de Cereales de Cérdoba.
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Desarrollo epidémico del tizon foliar comun.

Al momento de la primera aplicacion (V12), el TFC ya se encontraba establecido en
las hojas inferiores del cultivo. Hacia la segunda aplicacién (VT), los sintomas habian
progresado hacia el estrato foliar de mayor importancia fotosintética, iniciandose el
desarrollo de la epidemia sobre las hojas cercanas a la espiga. En el tratamiento testigo,
la enfermedad continud incrementandose hasta alcanzar una severidad final promedio
de 2,43 %, con numerosas hojas que superaron individualmente el 5 % de severidad,
confirmando la existencia de una presién epidémica suficiente para discriminar el
efecto de los tratamientos (Figura 2).
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Figura 2: Curvas de avance del tizon foliar comun en los tratamientos realizados (media + EE).

Efecto de los tratamientos sobre el progreso de la enfermedad.

Los tratamientos modificaron significativamente el progreso epidémico del TFC,
tanto para el area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE; p < 0,0001) como
para la severidad final (p < 0,0001).

El fungicida de referencia (Amistar Xtra, azoxistrobina 20 % + ciproconazole 8 %),
aplicado de manera temprana (estado fenoldgico V12) presentd el mayor nivel de
control, alcanzando una reduccién del 81,5 % de la severidad final y del 79,2 % del
ABCPE respecto del testigo, constituyendo el tratamiento de mayor eficacia del ensayo

La aplicacién del fungicida en VT también redujo significativamente el desarrollo de
la enfermedad, aunque con menor eficacia que la aplicacion realizada en V12. Estos
resultados indican que el momento de aplicacion fue un componente determinante del
nivel de control alcanzado, evidenciando la importancia de intervenir durante las etapas
iniciales del desarrollo epidémico (Tabla 2; Figuras 2 a 4).
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Actividad de biocontrol de Bacillus velezensis EM-A8

Mads alla de confirmar la actividad bioldgica de B. velezensis EM-A8 en condiciones
de epidemia natural, uno de los principales hallazgos del presente estudio fue
demostrar que la repeticion de la aplicacién incrementd sustancialmente su eficacia de
control.

Bacillus velezensis EM-A8 presenté actividad de biocontrol sobre E. turcicum en
condiciones de epidemia natural. La aplicacidn unica realizada en V12 produjo una
reduccion parcial del desarrollo de la enfermedad, mientras que la doble aplicacién
(V12 + VT) incrementé significativamente su eficacia, reduciendo la severidad final en
un 45,9 %yel ABCPE enun 62,2 % respecto del testigo. Este tratamiento se ubicé dentro
del grupo estadistico superior para ABCPE y mostré un comportamiento similar al
obtenido con la aplicacidn tardia del fungicida de referencia (Tabla 2; Figuras 2 a 4).

El incremento observado entre una y dos aplicaciones sugiere que la frecuencia de
aplicacion constituye un componente importante para maximizar la eficacia del agente
bioldgico bajo condiciones de campo, posiblemente debido a la necesidad de mantener
un nivel poblacional elevado del antagonista sobre el follaje durante el avance de la
epidemia.

Este comportamiento coincide con estudios previos realizados con agentes de
biocontrol foliares, donde la persistencia del microorganismo sobre la superficie de la
hoja constituye uno de los principales factores que determinan su eficacia bajo
condiciones ambientales variables (Sartori et al., 2020).

Aunque la eficacia de B. velezensis EM-AS8 fue inferior a la obtenida con el fungicida
de sintesis quimica, la doble aplicacién alcanz6 aproximadamente el 77 % del control
del ABCPE logrado por la aplicacion temprana de Amistar Xtra (62,2 vs. 79,2 %),
evidenciando que B. velezensis EM-A8 constituye una alternativa promisoria para
complementar el manejo quimico del TFC dentro de programas de manejo integrado

La incorporacién simultanea de B. velezensis EM-AS8 junto con la aplicacién tardia del
fungicida (tratamiento 6) no produjo mejoras respecto del fungicida aplicado solo.

Tabla 2. Desarrollo del tizon foliar comun del maiz en los tratamientos realizados, area bajo la
curva de progreso de la enfermedad y porcentajes de control obtenidos.

Severidad de Tizén Foliar Comuin (%)

. Control
Tratamientos ODDA 14DDA 28 DDA 42 DDA

V12 Vt R2 R4 S (%) ABCPE

1 Testigo 0,00 0,36 0,78 2,43 d 3306 c - -
2 B. velezensis EM-A8 - V12 0,00 0,38 0,25 1,95 cd 22,40 b 19,86 32,24
3 Amistar - V12 0,00 0,10 0,17 0,45 a 688 a 81,51 79,18
4 B. velezensis EM-A8 - V12 + V't 0,00 0,10 0,13 1,32 bc 12,48 a 45,89 62,24
5 Amistar Vt 0,00 0,15 0,08 1,07 ab 10,61 a 56,23 67,92
6  Amistar Xtra - Vt + B. velezensis EM-A8 - Vt 0,00 0,05 0,13 1,15 b 10,50 a 52,74 68,24
Promedio 1,39 15,99 51,25 61,96

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (test de LSD Fisher, p > 0,05).
*SF: severidad final. ABCPE: drea bajo la curva de progreso de la enfermedad.
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Figura 3: Severidad final (%) de tizon foliar comin. Medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (test de LSD Fisher, p > 0,05). Barras en las columnas indican error
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Figura 4: Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) de tizén foliar comun.
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (test de LSD Fisher, p > 0,05).
Barras en las columnas indican error estandar.

Fitotoxicidad y condiciéon de cultivo.

No se observaron sintomas de fitotoxicidad en ninguno de los tratamientos
evaluados, tanto a los 15 dias posteriores a la aplicacién como durante el resto del ciclo
del cultivo. Asimismo, todos los tratamientos mantuvieron una muy buena condicién
general del cultivo, indicando que las aplicaciones realizadas fueron compatibles con el
desarrollo normal de las plantas.
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CONCLUSIONES

ElI TFC se desarrolld bajo condiciones ambientales altamente favorables, permitiendo
una adecuada discriminacién entre tratamientos.

Bacillus velezensis EM-A8 redujo significativamente el progreso epidémico respecto
del testigo, confirmando actividad de biocontrol bajo condiciones de campo.

La doble aplicacion incrementé la eficacia respecto de una uUnica aplicacidn, indicando
que la frecuencia de aplicacidn constituye un componente critico del desempeifio del
agente bioldgico.

Aunque el control fue inferior al alcanzado por el fungicida de referencia, los
resultados demuestran que B. velezensis EM-A8 constituye una alternativa promisoria
para complementar el manejo quimico del TFC, especialmente cuando se implementan
programas con aplicaciones repetidas o como complemento dentro de programas de
manejo integrado.
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