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Presentacion

Sin duda, la biotecnologfa representa una de las areas cientificas de mayor avance y aplicacion en
la actualidad. Aun cuando sus inicios fueron hace miles de afos, con la obtencién de cerveza y queso,
gracias al avance cientifico-tecnoldgico en las ciencias relacionadas con la biologia, se ha potenciado la
rama agropecuaria.

En México, considerando que las actividades de produccién agricola y pecuaria son primordiales
para el desarrollo del pafs, existe gran interés de la comunidad cientifica para buscar alternativas que den
solucion a los problemas mas relevantes que limitan la produccién de alimentos.

El presente compendio cientifico “Biotecnologia agropecuaria aplicada” aborda temas
relevantes del area agropecuaria. Se hace énfasis en el aprovechamiento de microorganismos bacterianos
y fungicos y su potencial uso en los agroecosistemas. Estas aplicaciones con la finalidad de promover
practicas sustentables de produccién, desde la promocion del crecimiento vegetal en condiciones
ambientales adversas, el biocontrol de fitopatégenos y malezas, asi como la biorremediaciéon. También se
exploran metodologfas novedosas para la obtencién de compuestos antioxidantes y antifingicos.
Ademas, se presentan avances en la elaboraciéon de nuevos alimentos para la produccién acuicola, como
alternativas para la nutricion efectiva.

Los trabajos aqui presentados constituyen evidencias de los pasos sélidos que dan los diferentes
grupos de investigacion nacionales e internacionales del area de la biotecnologia agropecuaria. Se agradece
la participacion de los autores que pertenecen al Sistema Nacional de Investigadoras e Investigadores

(SNII-CONAHCYT) de los Estados Unidos Mexicanos.

Los Autores
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Capitulo 7

Avances en el desarrollo de micoherbicidas para el
manejo agroecologico de la correhuela (Convolvulus
arvensis L.) en la agricultura

Recibido en: 10/06/2024 Néstor Daniel Sotelo-Cerén'
Aprobado en: 17/06/2024 Ignacio Eduardo Maldonado-Mendoza'
4 10.46420/9786585756365cap7 Karla Yeriana Leyva-Madrigal®

Abraham Quintero-Gonzalez'
Juan Carlos Martinez-Alvarez'"

RESUMEN

La cortrehuela (Convolvulus arvensis 1..) es una maleza que representa un desafio constante para la
producciéon de cultivos en diversos paises. El uso inadecuado de las tecnologfas convencionales de su
manejo, como el control quimico, ha generado la aparicién de biotipos de malezas resistentes y ha
incrementado los riesgos para la salud humana y el medio ambiente. Por esta razén, se estan investigando
métodos alternativos de control, como el control biolégico mediante el uso de hongos fitopatdégenos. En
este estudio, se generaron y evaluaron formulaciones tipo emulsion de los hongos ET4 (Alternaria
alternata) y TN'1 (Macrophomina phaseolina) para el control de C. arvensis. 1.os hongos formulados en emulsion
mostraron una incidencia y severidad de la enfermedad de hasta el 100%, en comparacién con los no
formulados, que alcanzaron una incidencia hasta del 17.33% y severidad de hasta del 82.22%, siete dias
después de la inoculaciéon. En cuanto al peso seco de la raiz, la inhibicién fue de hasta 35% y 25% para
los hongos formulados y no formulados, respectivamente. En la parte aérea, la inhibicién en biomasa
seca solo se observo con los hongos formulados, alcanzando hasta el 29%. No se present6 inhibicién en
plantas de garbanzo, frijol, sorgo o maiz. Al evaluar la vida util, durante ocho meses de almacenamiento,
las formulaciones conservadas a 4°C tuvieron una viabilidad de hasta el 88%, sin disminuciones
significativas durante un periodo de cuatro meses. En contraste, las almacenadas a 25°C mostraron

reducciones de viabilidad de hasta el 97.5% en el mismo periodo. Estos resultados demostraron que la

! Instituto Politécnico Nacional/CIIDIR Unidad Sinaloa, Guasave, Sinaloa, México.
2 Universidad Auténoma de Occidente/Departamento de Ciencias Naturales y Exactas, Unidad Los Mochis, Ahome, Sinaloa,
México.

* Autor(a) correspondente: jcMartinezal@ipn.mx
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formulacién en emulsién incremento la severidad de la enfermedad causada por los aislados hasta casi 6

veces y que el almacenamiento a 4°C asegura una vida util de al menos cuatro meses.

INTRODUCCION

Uno de los factores que limita la produccién de cultivos a nivel mundial es el establecimiento y
proliferaciéon de malezas (Boyetchko et al., 2002; Brun et al., 2020; Harding & Raizada, 2015), siendo la
correhuela (Convolvulus arvensis 1..) una de las mas problematicas (Boss et al., 2007; Ibrahim & Tawfik,
2019). La aparicioén de biotipos resistentes, asi como los posibles efectos negativos relacionadas con la
salud humana y la contaminacién ambiental debido al uso inadecuado de las técnicas convencionales de
control, ha destacado la necesidad de explorar métodos alternativos para fortalecer el manejo integrado
de malezas (Abbas et al., 2018; Bordin et al., 2021; Ferreira & Reinhardt, 2016; Pfirter et al., 1997). Uno
de esos métodos es el control biolégico (Bordin et al., 2018; Boyetchko et al., 2002; Radhakrishnan et al.,
2018) utilizando hongos fitopatégenos (Hershenhorn et al., 2016; Rai et al., 2021; Shabana et al., 2003).
Sin embargo, el éxito de estos microorganismos depende de la presencia de una cantidad suficiente en la
poblacién de los agentes de biocontrol asociados con la maleza hospedera (Abbas et al., 2018), asi como
de las condiciones ambientales adecuadas para el desarrollo de los microorganismos. Estos factores son
cruciales para su buen desempefio en el control de las plantas objetivo (Abbas et al., 2018; Auld et al.,
2003; Vogelgsang et al., 1998).

El proceso de formulacion se considera un componente crucial para reducir los efectos negativos
de las condiciones ambientales sobre los agentes de biocontrol (Auld et al., 2003; Boyette et al., 2016;
Morin et al., 1990). Ademas, mejora la eficiencia de aplicacion y el efecto de los bioherbicidas (Défago et
al., 2001; Rai et al., 2021), promoviendo una vida util prolongada (Abbas et al., 2018; Zidack & Quimby,
1999) y facilitando el almacenamiento, manipulacién y aplicacion (Auld et al., 2003; Défago et al., 2001).
Para el caso de los micoherbicidas, las formulaciones liquidas en emulsién han demostrado ser efectivas
en el control de malezas (Abdessemed et al., 2020; Boyetchko et al., 2002). Este tipo de formulaciones
destacan como una de las principales alternativas, debido a que proporcionan un microambiente que
favorece el desarrollo de los agentes biolégicos durante el proceso de colonizaciéon (Babu et al., 2003;
Boyette et al., 2016; Ghorbani et al., 2000). Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue desarrollar y
evaluar formulaciones liquidas en emulsion basadas en dos hongos fitopatégenos (Macrophomina phaseolina

TV1 y Alternaria alternata ET4) para el control de la maleza C. arvensis.

MATERIALES Y METODOS
Material biologico
Las cepas de los hongos TV1 (M. phaseolina) y ET4 (A. alternata) fueron obtenidas a partir de hojas

de C. arvensis con sintomas de enfermedad fungica. Los aislados fueron seleccionados con base a su

actividad fitopatogena en C. arvensis (Sotelo-Cerén et al., 2023).
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Propagacion de los hongos

La propagaciéon de TV1 y ET4 se realiz6 siguiendo la metodologia de Ibrahim y Tawfik (2019)
con algunas modificaciones. Se inocularon matraces Erlenmeyer (500 mL) cada uno con 200 mL de caldo
de dextrosa y papa (PDB) (BD DifcoTM) utilizando seis discos (0.5 cm de diametro) de colonias de
hongos de 7 dias de desarrollo. Los matraces se incubaron a 30°C y 150 rpm durante 15 dfas.
Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 3350 g durante 10 min para separar las estructuras
fungicas, las cuales se resuspendieron en 500 mL de agua destilada estéril (ADE).

Posteriormente, se realizé un conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de los hongos
en suspension mediante diluciones seriadas. Se esparcié 0.1 mL de la suspension en cajas de Petri que
contenfan agar papa y dextrosa (PDA) y se incubaron a 25°C durante 48 h. Las estructuras fungicas que

presentaron desarrollo de micelio se consideraron UFC y se reportaron como UFC mL." (Omer, 2010).

Desarrollo de Ias formulaciones

Se prepararon formulaciones en emulsién con los aislados TV1 y ET4 tanto individualmente
como en combinacion siguiendo los métodos de Abdessemed et al. (2020) y Babu et al. (2003) con algunas
modificaciones. La formulaciéon consisti6 en una fase oleosa compuesta por aceite de canola y el
surfactante Tween 80 al 1%, combinado con una suspension acuosa de los hongos fitopatégenos a una
concentraciéon de 1 X 10° UFC mL". La mezcla de aceite y tensoactivo se homogeneiz6 utilizando un
agitador magnético a 60°C durante 5 minutos; posteriormente, se afiadié la suspensiéon fungica en una
proporcion final de 1:9. La mezcla se emulsioné durante tres minutos utilizando una batidora de
inmersiéon manual (RIVAL, IB900MX). Posteriormente, las formulaciones se almacenaron a 4°Cy 25°C.

Para determinar la viabilidad de los hongos después del proceso de formulacién, se tomaron
muestras de la emulsién por triplicado y se llevaron a cabo recuentos de UFC, segun la metodologia
descrita anteriormente.

El porcentaje de viabilidad se determiné utilizando la férmula propuesta por Cafiamas et al.

(2008), descrita en la ecuacion (1).

Ny X100

% Viabilidad = Eq. (1)

i
Donde N; representa la concentracion inicial en UFC mL™" en la suspension del hongo antes del

proceso de formulacién, y Nf corresponde a la concentracién en UFC mL™" después del proceso de

formulacion.
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Evaluacion de formulaciones en camara de crecimiento
Produccion de las plantas

Semillas de C. arvensis, garbanzo (Cicer arietinum, FUNDACION PRODUCE, var. Blanco Sinaloa),
trijol (Phaseolus vulgaris, INIFAP, var. Reyna), sorgo (Sorghum bicolor, WINFIELD UNITED, hibrido
CROPLAN 8240) y maiz (Zea mays, ASGROW, hibrido Hipopétamo) fueron desinfestadas siguiendo el
protocolo de Meena et al. (2016), con algunas modificaciones. Las semillas se sumergieron en una
solucion de NaOCI al 1% durante 5 min, seguido de un lavado con agua destilada estéril durante 1 min.
Posteriormente, se agregd etanol al 30% durante 3 min, seguido de tres lavados adicionales con agua
destilada estéril. Posteriormente, las semillas se sembraron a una profundidad de 3 cm en charolas de
germinaciéon de poliestireno (3.175 cm X 3.175 cm X 6.35 cm) que contenfan una mezcla de sustrato
arena/vermiculita (1:2 v/v) previamente esterilizadas en autoclave a 121°C y 15 PSI durante 1 h (por tres
dfas consecutivos). Las charolas se colocaron en una camara de crecimiento (Luceren®, Modelo RTOP-
1000D) con un 60% de humedad relativa y un fotoperiodo de 16/8 h luz (28°C) /oscuridad(16°C). Las
plantas se regaron con agua destilada estéril cada tres dfas y se fertilizaron una vez por semana con

solucion de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950).

Efecto bioherbicida de las formulaciones

Plantas de C. arvensis en etapa de desarrollo de tres hojas verdaderas, asi como plantas de garbanzo,
frijol, sorgo y maiz de 20 dias de desarrollo fueron heridas en todas las hojas mediante punciones con
aguja estéril para promover la infeccién por los hongos. Posteriormente, se rociaron individualmente con
1 mL de los tratamientos a una concentracién de 1x10° UFC mL" de los aislados TV1, ET4 y la mezcla
TV1+ET4 tanto en formulaciones como en suspension de los hongos en ADE, utilizando formulaciones
sin hongos fitopatégenos y ADE como controles.

Una vez inoculadas las plantas, las charolas de crecimiento se cubrieron con bolsas de polietileno
transparente durante 48 h para conservar la humedad. Las plantas se mantuvieron en una camara de
crecimiento en las condiciones mencionadas anteriormente, durante 7 dias para C. arvensis y por 15 dias
para las plantas de garbanzo, frijol, sorgo y maiz. Después de este periodo, se evalué la incidencia y
severidad de la enfermedad, asi como la longitud y peso seco del brote y de la raiz.

La incidencia de la enfermedad se calcul6 considerando el nimero de plantas con sintomas sobre
el nimero de plantas totales, mientras que la severidad de la enfermedad se analizé calculando el
porcentaje del Indice de Severidad de la Enfermedad (% ISE) utilizando la Ecuacién (2) (Townsend &
Heuberger, 1943), basada en la escala propuesta por Razaghi y Zafari (2017). Esta escala consta de cinco

niveles, donde 0 = sin sintomas, 1 = menos del 10% de la superficie de la planta presenta lesiones, 2 =
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10%—25% de lesiones, 3 = 25%-50% de lesiones, 4 = 50% —75% de lesiones, y 5 = 75%—-100% de

lesiones, resultando en la muerte de la planta.

%ISE = 2Py 100 Eq. 2)

ZXN

donde n = numero de plantas en cada escala; v = valor de escala; z = valor de escala mas alto; y
N = namero total de plantas.

Los ensayos se llevaron a cabo dos veces de manera independiente, siguiendo un disefio
completamente al azar que incluy6 cinco plantas por réplica y tres réplicas por tratamiento. Ademas, se
comprobaron los postulados de Koch, para lo que se aislaron los hongos de plantas sintomaticas de C.

arvensis en el bioensayo y su identidad fue confirmada mediante caracteristicas morfologicas y analisis

molecular (Abdessemed et al., 2019).

Viabilidad y vida de anaquel

La viabilidad y vida de anaquel de las formulaciones almacenadas a 4°C y 25°C se evaluaron cada
30 dias durante un periodo de ocho meses por el método diluciones seriadas, siguiendo el procedimiento
descrito previamente. La prueba se llevé a cabo por duplicado, con tres repeticiones por tratamiento. El

porcentaje de viabilidad se calcul6 de acuerdo con el método de Omer (2010) con algunas modificaciones:

Viabilidad % = % x 100 Eq. 3)

donde U; representa la concentracion del inéculo en la formulacion inicial, y Ur es la

concentracion del inéculo de la formulacién en el periodo evaluado.

Andlisis estadistico

Los datos de incidencia y % ISE se transformaron mediante la funcién de arcoseno. Los datos
de UFC mL." de las formulaciones se normalizaron utilizando la transformacién logaritmica natural (In).
Todos los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey («=0.05). Las
diferencias estadisticas entre tratamientos y controles en cultivos se calcularon utilizando la prueba t de
Student. Los datos se analizaron con el software SPSS (IBM SPSS Statistics para Windows, version 25.0.

IBM, Armonk, Nueva York, NY).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de las formulaciones

Las plantas de C. arvensis inoculadas con los hongos formulados presentaron una incidencia de

enfermedad del 100%. En contraste, los tratamientos no formulados mostraron una incidencia del
| 75 |
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76.67% al 82.22% (Tabla 1). Los sintomas observados fueron consistentes con estudios preliminares
(Sotelo-Cerdn et al., 2023), sin embargo, en las plantas tratadas con los formulados, la infeccién se detecto
de manera temprana, resultando en una colonizacién completa de los tallos y hojas en 3 a 4 dias post-
inoculaciéon (Figura 1), alcanzando un % ISE de 97.33% a 100%. Este %ISE fue mayor al presentado en
los tratamientos no formulados, donde se present6d un %ISE de 12.33% a 17.33% en el mismo periodo

(Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de los hongos fitopatogenos formulados sobre el desarrollo, incidencia y severidad de la
enfermedad en C. arvensis.

e Longitud (cm) Peso seco (mg) Inci f)lencia St
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea )
TV1 8.45£0.74> 27.40£1.49¢ 11.36+1.28a 43.61£4.77bc 76.67£5.77bc 12.33%0.58p
TV1F 7.38%1.30a 15.78+0.99a 9.95£0.23q 33.24£2.53a 100.00£0.00¢ 100.00£0.00<
ET4 8.63%0.83> 21.92£0.42bc 12.01+1.014b 43.43+2.25bc 83.33+5.77bc 14.67%1.53p
ET4F 7.77£0.644 15.89+2.41a 10.27+1.652 35.45£3.73ab 100.00£0.00¢ 99.33£1.15¢
TVI+ET4 8.53+0.89ab 27.65£3.08¢ 12.27+1.79abe 42.52+3.43abc 80.00+10.00bc 17.33%3.06P
(TVI+ET4) F 7.88£1.23q 16.01+0.954b 11.29+1.03a 36.85£2.92ab 100.00£0.00¢ 97.33%1.15¢
Control F 10.80%0.36P 27.43£3.63¢ 15.77+1.09¢ 46.511.16¢ 0.00£0.002 0.00£0.002
Control HO 10.71£0.79b 27.63£1.76¢ 15.23+1.20¢ 47.13%4.44c¢ 0.00£0.002 0.00£0.002

Nota: Las diferencias estadisticas entre aislados y control se indican con letras diferentes (p=.05). TV1 F,ET4 Fy (TV1+ET4)
F, se refiere a tratamientos formulados con hongos fitopatégenos. TV1, ET4y TV1+ET4, se refiere a tratamientos de hongos
fitopatégenos no formulados. Controles se refieren a tratamientos con agua destilada estéril (Control H>O) y formulacién sin
hongos fitopatégenos (Control F). ISE: Indice de Severidad de la Enfermedad.
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Figura 1. Efecto de hongos fitopatégenos formulados en el desarrollo de plantas de C. arvensis, 7 post-
inoculaciéon. TV1 F, ET4 F y (IV1+ET4) F, se refiere a tratamientos formulados con hongos
fitopatégenos. TV1, ET4 y TV1+ET4, se refiere a tratamientos de hongos fitopatégenos no formulados.
Controles se refieren a tratamientos con agua destilada estéril (Control H,O) y formulacion sin hongos
fitopatégenos (Control F). Barra de escala = 5 cm.
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En la longitud de las raices tratadas con los hongos formulados se observé una disminucion del
26% al 31%, mientras que en aquellas tratadas con hongos no formulados no se encontraron diferencias
significativas en comparacion con los controles (Tabla 1). Ademas, se observaron reducciones en el peso
seco de las rafces que variaron entre el 26% y el 35% con hongos formulados, y entre el 19% y el 25%
con hongos no formulados (Tabla 1). Por otro lado, en la parte aérea, solo se observaron reducciones
significativas en las plantas tratadas con hongos formulados, con una disminucién del 42% al 43% en la
longitud y del 22% al 29% en el peso seco (Tabla 1). Las plantas de garbanzo, frijol, sorgo y maiz
inoculadas con los tratamientos formulados no mostraron sintomas de enfermedad ni efectos negativos
en su desarrollo (datos no mostrados).

El proceso de formulacion ha sido reconocido como un componente crucial para mejorar la
actividad bioherbicida de un agente de control biolégico (Zhang et al., 2003). Esto se ha demostrado
tanto en el presente estudio como en investigaciones previas. Shabana et al. (2010) observaron un
aumento de 5.55 veces en la severidad de la enfermedad y una inhibicién del 58.53% del peso seco de
plantas de Amaranthus tuberculatus tratadas con una formulacién en emulsién del hongo fitopatégeno
Microsphaeropsis amaranthi en comparacion con las plantas tratadas con el hongo no formulado. Por otro
lado, Abdessemed et al. (2020), evaluaron una formulacién en emulsion de Alternaria alternata para el
control de Xanthium strumarinm, observando una reduccion en la longitud de los brotes y las raices, asi
como en el peso seco total de las plantas, en un 50%, 26.76% y 57.69%, respectivamente, ademas de un
% ISE de hasta 80%. En cuanto a C. arvensis, esta maleza ha sido controlada en campo con una
formulacion en emulsion a base de esporas de Stagonospora sp., resultando en un 94.5% de necrosis del
area foliar, mientras que la aplicaciéon de hongos no formulados generé menos del 50% de necrosis en el
area foliar en planta (Pfirter & Defago, 1998).

LLa mejora del efecto bioherbicida de las formulaciones TV1 F, ET4 F y (TV1+ET4) F se debe
posiblemente a la capacidad de sus componentes para mitigar factores ambientales como la temperatura
y los largos periodos de rocio necesarios para la propagacion de los hongos (Boyette et al., 2016). Esto
se logra al retrasar la evaporacion y atrapar el agua de la emulsion alrededor de las células del hongo,
favoreciendo su germinacion durante la infeccion, o al inducir un suministro exégeno de agua, desde las
células del tejido foliar (Abdessemed et al., 2020; Babu et al., 2003; Shabana et al., 2010). Ademas, la
formulacién en emulsiéon mejora la adhesion de los agentes de biocontrol a las hojas (Auld et al., 2003;
Pfirter & Defago, 1998) y la penetracion en los tejidos foliares, facilitada por el surfactante presente,
aumenta la retenciéon del in6culo, y la probabilidad de infeccion por el agente bioherbicida (Bastos et al.,

2017; Boyetchko et al., 2002).
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Viabilidad y vida de anaquel

Las formulaciones almacenadas a 25°C no mostraron diferencias estadisticas en comparacioén con
la concentracién inicial durante los primeros dos meses de almacenamiento. Sin embargo, durante el
tercer mes, la viabilidad disminuy6 a 32%, 4% y 6% para las formulaciones TV1 F, ET4 F y (TV1+ET4)
F respectivamente. A partir del quinto mes, la viabilidad de estas formulaciones fue inferior al 1% (Figura
2). Por otro lado, las formulaciones almacenadas a 4°C se mantuvieron estables durante los primeros
cuatro meses, con viabilidades de 84%, 88% y 64% para TV1 F, ET4 Fy (TV1+ET4) F respectivamente.
Después de 8 meses la viabilidad observada fue del 1 al 2% (Figura 3).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Shabana et al. (2003), quienes sostienen que el
almacenamiento a bajas temperaturas contribuye a la preservaciéon de la viabilidad de los agentes de
biocontrol. Por otro lado, Hershenhorn et al. (2016) indican que la formulacién debe mejorar la
efectividad del microorganismo y garantizar una vida util de al menos un afio. Shabana et al. (2003)
también reportaron que una formulacién tipo pesta retuvo el 93% de la viabilidad de las esporas de
Fusarium oxyspornm durante un afio de almacenamiento a 3°C. La estabilidad a largo plazo y la vida util
prolongada son aspectos deseables en el desarrollo de formulaciones, ya que facilitan el transporte desde
el fabricante hasta el usuario final (Boyetchko et al., 2002), favoreciendo la comercializaciéon de los

productos de biocontrol (Zidack & Quimby, 1999).
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Figura 2. Vida de anaquel de formulaciones de hongos fitopatégenos almacenadas a 25°C.
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Figura 3. Vida de anaquel de formulaciones de hongos fitopatégenos almacenadas a 4°C.

CONCLUSIONES

En conclusion, los hallazgos del presente estudio indican que la formulaciéon en emulsion de los
hongos TV1 y ET4, asi como su combinaciéon TV1+ET4, incrementa significativamente el potencial
bioherbicida de estos aislados en comparacion con los aislados no formulados. Ademas, se ha demostrado
que su almacenamiento a 4°C permite mantener su viabilidad y efectividad durante al menos cuatro
meses. Estos resultados subrayan la importancia de una formulacién adecuada para mejorar la eficacia y
la estabilidad de los agentes de biocontrol.

Para avanzar en este campo, se sugiere realizar estudios adicionales con estas formulaciones en
condiciones de invernadero y en campo abierto. Esto permitira evaluar su desempefio en entornos mas
variables y realistas, proporcionando datos cruciales para su potencial comercializaciéon y uso practico en
programas de manejo integrado de malezas. Ademas, investigar otras posibles combinaciones y optimizar

su formulacién podria mejorar ain mas la eficacia y durabilidad de estos agentes bioherbicidas.
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