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RESUMEN

Chenopodium album es una maleza nativo y amplio cultivo que incluye la mayor
parte de Europa de donde Linneo describié la especie en 1753. Las plantas
nativas en la zona oriental de Asia se incluyen en C. album, pero a menudo
difieren de especimenes europeos. En general se presenta en otros lugares,
por ejemplo, Africa, Australia, América del Norte, y Oceania, y ahora se produce
en casi todas partes en los suelos ricos en nitrégeno, especialmente en terrenos
baldios. Las manchas que ocasiona Macrophoma que es la principal en atacar
esta maleza benéfica sobre las hojas de C. album son muy visibles por lo cual
estan se caracterizan por presentar picnidios oscuros, redondeados, y globosas
sobre ellas, estas pueden estar casi sobre toda la superficie 0 mas 0 menos
concentrados en los tejidos enfermos de la planta, el objetivo de realizar este
trabajo Identificar al hongo asociado a la mancha foliar de Chenopodium album, las
muestras que se utilizaron se colectaron dentro de los terrenos de la UAAAN,
asi también los muestreos se realizaron de una manera dirigida hacia la
malezas que presentaban los sintomas de esta enfermedad y posteriormente
fueron trasladadas al laboratorio de fitopatologia para su aislamiento y
caracterizacion, por lo cual se realizaron pruebas para poder llegar a identificar
al patégeno que esta asociado en las muestras colectadas, la prueba a realizar
en la identificacion del hongo se realiz6 en base de morfologia colonial y el
namero de septos. Los resultados obtenidos demostraron que el patégeno

asociado a la enfermedad es: Macrophoma.

Palabras claves: Identificacion, Macrophoma, Micoherbicida



INTRODUCCION

El nombre genérico de Chenopodium album alude a la similitud caracteristica
entre la forma de las hojas de las plantas de la mayoria de las especies que
constituyen este género y la pata de las anades ya que Chenopodium, en latin,
significa "pie de ganso"; y por su parte el epiteto especifico album alude al color
blanquecino que presentan las hojas por el envés. Esta especie es originaria de
Europa y en la actualidad esta distribuida por todo el mundo. Pertenece a la

misma familia que las espinacas.

C. album, "quinoa blanca" es una planta anual, erecta de hasta 2 m de altura
gue posee hojas alternas irregularmente dentadas. Se encuentra distribuida en
Argentina en una vasta zona que comprende desde La Rioja hasta Santa Cruz,
siendo maleza de cultivos extensivos como trigo, arroz, girasol y lino (Marzocca,
1997).

En México, actualmente existen tres métodos basicos de control de malezas:
mecanico, quimico y biolégico. Con respecto al tercer método, el biolégico, se
han desarrollado investigaciones y ensayos de campo para la utilizacion de
Neochetina eichhorniae y N. bruchi, asi como carpas herbivoras para el caso de

malezas acuaticas.

El enfoque de micoherbicidas, es una variante del control biolégico que esta
recibiendo mayor atencién a nivel mundial dado su potencial valor comercial y
los grandes éxitos obtenidos en el control de maleza con los micoherbicidas:
COLLEGO, De Vine, Bio Mal, Luboa 2, Velgo, CASST. (Te Beest, 1991). Para
el caso de México hasta el momento solo se ha abordado el concepto de
herbicida en lirio acuatico. Desde el punto de vista social las ventajas que tienen
los micoherbicidas: nula toxicidad en mamiferos y fauna en general, no

contaminacioén de suelo y cuerpos de agua (Te Beest, 1991).

La identificacién y aplicacion de los hongos Fito patégenos que atacan a las
malezas como micoherbicidas inicia de 1940s, en Hawai con la aplicacion de
Fusarium oxysporum para controlar al nopal una cactacea, en los 1950, en

1



Rusia se producen en forma masiva esporas de Alternaria cuscutacidae para
controlar a Cuscuta spp., en 1963 en China se produce en forma masiva
esporas Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cuscutae para controlar a cuscuta.
Este hongo Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cuscutae dio origen al
micoherbicida comercial “Lubao” que actualmente se usa para controlar a
especies de cuscuta, es comun que hongos de la clase Deuteromycota como
agentes fitopatdbgenos de malezas y de los mas de 100 proyectos de
micoherbicidas que se llevan a cabo a nivel mundial, estan representados
hongos de la clase ficomicetos, basidiomicetos y ascomicetos, por ejemplo de
los micoherbicidas registrados hasta 2005 hay ocho especies de

deuteromicetes, una de ficomicetos, y cinco basidiomicetos.

La efectividad del uso de los hongos especificos como micoherbicidas para
combatir los cultivos ilicitos sigue siendo cuestionable debido a la falta de
calidad, la investigacion en profundidad, segun un nuevo informe del Consejo
Nacional de Investigacion. Preguntas sobre el grado de control que se podria
lograr con este tipo de micoherbicidas asi como la incertidumbre acerca de sus
posibles efectos sobre las plantas selectivas, microorganismos, animales, seres
humanos (Van Huis, 1981).



Objetivo

Identificar al hongo asociado a la mancha foliar de Chenopodium album.

Justificacion

La reduccion de agroquimicos en la agricultura para disminuir el impacto
ecologico, es una necesidad inmediata, por lo cual, las estrategias de manejo
deben de dirigirse sobre aspectos de control biolégico o amigables, tal es el
caso de la investigacion con hongos micoherbicida para un disefio de manejo
integrado de malezas.

Hipotesis

Se espera encontrar al menos un hongo con caracteristicas micoherbicida

asociado a la mancha foliar de Chenopodium album.



REVISION DE LITERATURA

Importancia de los Micoherbicidas

Los micoherbicidas son mas que nada formulaciones de hongos patégenos
para las plantas que controlan el crecimiento o matan plantas no deseadas
dentro de nuestra sociedad (Tesauro, 2013).

El hongo micoherbicida actia como micro-fabrica viviente de quimicos que
produce componentes llamados micotoxinas, a las cuales dicho hongo es
inmune. Cuando el hongo se encuentra con una forma de vida determinada, tal
como la raiz de una planta, segrega estas micotoxinas, las cuales disuelven las
paredes celulares de ese organismo. Luego el hongo ingiere el contenido ya
licuado del organismo y se reproduce a si mismo, moviéndose dentro del
espacio de las células muertas como un huésped indeseable y mortal. Desde
alli, produce mas micotoxinas y repite el proceso con las células contiguas
hasta cubrir un area sustancial de la planta. Como el hongo suele atacar las
raices, el tallo de la planta se marchita y se seca hasta morir. A diferencia de los
herbicidas quimicos — que se hacen en fabricas, se aplican a las plantas y luego
se degradan (unos mas que otros)-, los micoherbicidas pueden ser
considerados como fabricas vivientes de quimicos, siempre listas para matar e

impedir el crecimiento de otras plantas (Jeremy B. 2005).

Por lo tanto, los micoherbicidas en la actualidad tienen una gran importancia ya
gue muchos lo utilizan para eliminar malezas que afectan el interés del hombre
segun los cientificos investigadores, Algunas de las primeras investigaciones
soviéticas mostraron que no es solo el tejido o las esporas del hongo, lo que
puede permanecer por afios en el suelo. Es mas, las micotoxinas que secreta el
hongo pueden durar alli mas tiempo que las células vivientes. Muchas de estas
micotoxinas no se disuelven en agua ni se degradan rapido, asi que pueden
permanecer en el suelo y envenenarlo durante varios afios, impidiendo el futuro
crecimiento de plantas y dejando estériles, durante largo tiempo, terrenos

destinados a la agricultura (Jeremy B., 2005).



Antecedentes de los Micoherbicidas

Una especie vegetal constituye una mala hierba, cuando dificulta el crecimiento
de las plantas cultivadas (Villarias M., 1979). El concepto botanico de mala
hierba no existe, pero se han enlistado algunas caracteristicas propiamente
distintivas. Para ello se seleccionaron 17 malezas que en promedio infestan
seriamente 33 diferentes cultivos en 54 paises; estas poseen un 85.6% de las
propiedades distintivas de una maleza prototipo, es decir, 11 de 13. En
contraste las plantas cultivadas poseen un 42% de las caracteristicas de

maleza, solamente 5 de estas (Keeler, 1989).

El patégeno de plantas en el suelo, Fusarium oxysporum, causa el
marchitamiento de muchas especies de plantas diferentes. EI rango de
hospedadores limitado de muchos aislados de F. oxysporum los hace buenos
candidatos para su uso como micoherbicidas en situaciones donde sus
huéspedes son indeseables. Antes de que se puedan utilizar micoherbicidas, se
deben determinar los factores que influyen en su rango de hospedadores y la
patogenicidad. F. oxysporum puede producir toxinas que provocan sintomas de
enfermedad en las plantas, pero su importancia en el desarrollo de la
enfermedad y la determinacion del rango del huésped no esta clara. Este
informe describe la produccion de una proteina de 24 kDa por cepas de F.
oxysporum patdgenas en especies de plantas, incluida Erythroxylum coca. La
proteina induce la produccion de etileno y la necrosis en las hojas de muchas
especies de plantas diferentes. La influencia de la proteina en el desarrollo de la

enfermedad aun no se ha determinado (Bailey B., 2018).

El concepto de micoherbicida surge en 1969, con el descubrimiento de R. J.
Smith de un hongo patégeno en Aeschynomene virginica (Templeton, 1981). A
partir de entonces, hongos patdgenos de plantas han sido ampliamente

investigados.

Colletotrichum gloeosporioides es el ingrediente activo en dos micoherbicidas

registrados en América del Norte, para el control de jointvetch nortefio



Aeschynomene virginica y para el control de la malva de hoja redonda Malva
pusilla. Cada uno de los aislamientos es muy perjudicial para su objetivo y no
afecta a otras plantas. Sin embargo, se sabe que las especies de Colletotrichum
también causan infecciones asintomaticas (o latentes) que a veces resultan en
una respuesta tardia de la enfermedad. Estas infecciones son muy dificiles de
detectar y la manifestacién del patdgeno en las plantas infectadas a menudo
ocurre durante la senescencia o la maduracion. Este fendmeno con especies de
Colletotrichum plantea problemas significativos desde la perspectiva regulatoria.
El herbicida paraquat (1,1'-dimetil-4,4 '- ion bipiridinio) indujo la senescencia de
las plantas y, por esta razon, se consider6 util para detectar infecciones latentes
de especies de Colletotrichum en plantas inoculadas (Cerkauskas, 1988).
Cerkauskas propuso que el procedimiento del paraquat se incluya en las
evaluaciones de riesgo de las especies de Colletotrichum que son candidatas
para el control bioldégico de las malezas. Actualmente, un aislamiento de C.
gloeosporioides de Hungria esta bajo evaluacion para el control biolégico del
cardo ruso Salsola tragus en los EE. UU. Las pruebas de rangos de huéspedes
sugieren que el aislado es especifico del huésped; no causa sintomas en una
especie de Salsola estrechamente relacionada o en otras plantas no objetivo,
no afecta visiblemente a la biomasa de estas plantas, y no se esporula en
tejidos asintomaticos, incluso en condiciones de camara humeda. Sin
embargo, El tratamiento con paraquat del tejido asintomatico de tres especies
de plantas no diana, no relacionadas resultd en la esporulacidon por
Colletotrichum (Cekauskas, 1988).

Los enfoques para el control biolégico de malezas en cultivos herbaceos y la
integracion del control biolégico de malezas con otros métodos de manejo de
malezas son ampliamente discutidos. Se han estudiado varios tipos de
enfoques integradores para el control biolégico de malezas en cultivos en el

marco de un Programa de Investigacion Europeo concertado (Muller, 2000).

Durante el periodo 1994-99, unas 25 instituciones de 16 paises se han

concentrado en cinco complejos de hierba blanco. Algunos de los principales



logros cientificos de COST-816 son: (i) la combinacion del patdgeno Ascochyta
caulina con una fitotoxina aislada producida por este hongo para controlar a
Chenopodium album en maiz y remolacha azucarera;(ii) la elaboracion y
aplicacion preliminar en el campo de un enfoque de gestion del sistema que
utiliza el sistema de malezas: patdégenos Senecio vulgaris: Puccinia
lagenophorae para reducir la competitividad de la hierba induciendo y
estimulando una epidemia de enfermedad; (iii) combinacién de cobertura verde
no sembrada con la aplicacion de esporas de Stagonospora convolvuli para
controlar las especies de Convolvulus en el maiz; (iv) evaluacion de la
respuesta de diferentes procedencias de Amaranthus spp. a la infeccion por
Alternaria alternata y Trematophoma lignicola, el desarrollo de técnicas de
formulacion y administracion, y un estudio de campo de especies de insectos
nativos para controlar Amaranthus spp., en remolacha azucarera y maiz; (v)
aislamiento de cepas de diferentes Fusarium spp., que infectan todas las
especies econOmicamente importantes de Orobanche spp., y desarrollo de
formulaciones novedosas y almacenables que usan micelios de cultivo liquido.
Aunque todavia no se ha logrado un control practico para ninguna de las cinco
malezas objetivo, las soluciones potenciales se han identificado claramente. Se
pueden seguir dos rutas principales en el trabajo futuro. El primero es un
enfoque tecnolégico centrado en un uUnico ciclo de enfermedad altamente
destructivo del agente de control y la optimizacion de la eficacia y la
especificidad del agente. El segundo es un enfoque ecoldgico basado en una
mejor comprension de las interacciones entre el cultivo, la hierba, el antagonista
natural y el medio ambiente, que debe ser manejado para maximizar la
propagacion y el impacto de un antagonista indigena sobre la hierba (Muller,
2000).

Las malezas disminuyen la produccion de cultivos por su gran adaptabilidad a
diferentes condiciones ambientales, por lo que obstaculizan la utilizacién de la
tierra y compiten por nutrientes, luz y espacio con las plantas cultivadas,

interfieren en la irrigacion y en la cosecha (Strobel, 1991).



Sin embargo, no solo pueden interferir por competencia directa, sino también a
través de alelopatia, esto es, que ciertas especies de malezas o algunas de sus
partes liberan a su medio ambiente, sustancias alelopaticas que incrementan su
habilidad competitiva. Estudios con una gran variedad de malezas han
mostrado exudados de partes de plantas subterraneas, extractos de agua o
productos de la descomposicion de residuos en suelo contienen tales
sustancias alelopaticas (Lolas y Coble, 1982).

El hongo patégeno Fusarium es un género de hongos del cual existen varias
especies (entre ellas, F. oxysporum, F. solanum, F. proliferatum, F.
verticillioides), saprofitas de la tierra y patdgenas de plantas y animales,
causantes de pérdidas para la agricultura y del deterioro de alimentos, entre
ellos los granos almacenados (Gonzalez, 2001).

Micoherbicidas en la Actualidad

En los micoherbicidas se circula la noticia acerca de la posible experimentacion
con agentes biolégicos para el control y erradicacion de cultivos ilicitos en
territorio de Colombia, en particular del micoherbicida Fusarium oxysporum, una
variedad de hongo. Esto fue una propuesta planteada por el Programa

Internacional de Drogas de las Naciones Unidas (Holm L., 2005).

Algunas pruebas hechas en otros paises han demostrado eventuales efectos
adversos de este hongo sobre organismos vegetales y animales préximos al
area de su aplicacion. Incluso esta documentado un caso en el que afecté una
extensa zona de cultivo de trigo en la antigua Union Soviética en la década de
los 50's, causando desérdenes intestinales y la muerte en varios casos de

personas que consumieron dicho trigo.

Los Gobiernos de Colombia y Ecuador, a través de sus respectivos Ministerios

de Ambiente, se han opuesto a la realizaciébn de pruebas con el Fusarium
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oxysporum en sus territorios, por considerar que cualquier agente de control
bioldgico externo a los ecosistemas nativos podria presentar graves riesgos al
medio ambiente y a la salud humana (Holm L., 1969).

Estudios de Patégenos para Control de Malezas

Se ha estudiado un numero considerable de patégenos de plantas para su
posible uso en el control de malezas. Algunos han demostrado ser lo
suficientemente virulentos para controlar las especies de malas hierbas y
competir comercialmente con herbicidas quimicos. Sin embargo, la mayoria de
los patdogenos de malezas no son utiles en su forma silvestre porque no son

suficientemente especificos del huésped y / o virulentos (Sands, 2009).

Los autores creen que estas barreras se pueden superar. La presente
investigacion se ha centrado en los efectos inhibidores de ciertos aminoacidos
en el crecimiento y desarrollo de plantas especificas. Los patdgenos que
producen en exceso estos aminoacidos seleccionados se pueden seleccionar
facilmente de un grupo de mutantes espontaneos. Dichos mutantes pueden
tener una mayor patogenicidad para su hierba objetivo y un mejor rendimiento
en el campo como agentes de control bioloégico. Mejora de la eficacia del control
biologico en tres sistemas distintos de huésped-patdégeno, dos con Fusarium y
uno con Pseudomonas, ya han sido reportados. Se propone utilizar la misma
tecnologia para mejorar la eficacia del control biolégico de las dos especies de
Fusarium que son patégenos especificos del hospedero del grupo Orobanche
de malas hierbas parasitarias. El enfoque gradual descrito puede conducir a la
obtencién de agentes de biocontrol potenciados capaces de producir niveles
inhibidores de aminoé&cidos seleccionados. Se propone que estos enfoques, en
combinacién con otros métodos de mejora de la virulencia, conduzcan a
sistemas sostenibles de control biolégico de malezas parasitarias (Sands,
2009).



Tedricamente todas las clases de patdégenos de plantas pueden ser
considerados como potenciales agentes de control bioldgico, se incluyen:
virus, hongos, bacterias y nematodos. Hasta ahora el nimero de hongos
excede considerablemente a los organismos patégenos, de 83 patdgenos
estudiados: 71 son hongos, 6 virus, 3 bacterias y 3 nematodos (Templeton,
1981)

Reconocimiento de Malezas Robotizado

Los sistemas autonomos de control de malezas roboticos son prometedores
para la automatizacion de una de las pocas tareas agricolas sin mecanizar y
drasticas que quedan, el control manual de las malas hierbas. La tecnologia
robdtica también puede proporcionar un medio para reducir la dependencia
actual de la agricultura a los herbicidas, mejorar su sustentabilidad y reducir su
impacto ambiental. Esta revision describe el estado actual de las cuatro
tecnologias basicas (orientacion, deteccion e identificacion, control de malezas
en hileras de precision y mapeo) requerido para el desarrollo exitoso de un
sistema robotico de uso general para el control de malezas. De los cuatro, la
deteccion e identificacion de malezas bajo la amplia gama de condiciones
comunes a los campos agricolas sigue siendo el mayor desafio. Unos pocos
sistemas roboticos completos de control de malezas han demostrado el

potencial de la tecnologia en el campo (Slaughter, 2008).
Primera Liberacion de Agente Fungico para Control Biolégico

El hongo de la roya Puccinia komarovii var. Glanduliferae se identifico por
primera vez infectando a Impatiens glandulifera en su rango nativo (Himalaya
occidental) entre 2006 y 2010. Posteriormente, se importd en cuarentena en el
Reino Unido para su evaluacion como un agente de control biolégico clasico.
Para evaluar la seguridad del 6xido, se probaron las susceptibles a las especies

de plantas relevantes para Europa. Para confirmar el ciclo de vida, todas las
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etapas de esporas infecciosas se inocularon en |. glandulifera para seguir la
progresion de la enfermedad. Las teliosporas se prepararon con
blanqueamiento y bajas temperaturas para romper la latencia (Tanner, 2015).

Clasificacion Taxonémica de Acuerdo a Linneo (1753)

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Chenopodiaceae
Subfamilia: Chenopodioideae
Género: Chenopodium

Especie: album

Macrophoma como Micoherbicida

Los hongos son organismos eucariontes uni o pluricelulares que se desarrollan
en sitios humedos y con poca luz. Las células de los segundos se agrupan en

filamentos llamados hifas que en conjunto recibe el nombre de micelio.

Segun Agrios (2005); Urbina (2011), los hongos son pequefios organismos
productores de esporas, generalmente microscopicos, eucaridticos, ramificados
y a menudo filamentosos que carecen de clorofila y que tienen paredes
celulares que contienen quitina, celulosa, 0 ambos componentes. La mayoria de
las 100000 especies de hongos conocidas son estrictamente saprofitas y viven
sobre la materia organica muerta, a la que descomponen. Alrededor de 50
especies de hongos producen enfermedades en el hombre y casi el mismo

namero ocasiona enfermedades en los animales, la mayoria de las cuales son
11



enfermedades superficiales de la piel o de sus apéndices. Se considera que
mas de 8.000 especies de hongos producen enfermedades en las plantas
(Arauz, 1998).

Hongos que Causan Enfermedades a C. album

Existe una gran variedad de enfermedades causadas por los hongos que sobre
todo dafan hojas, frutos, tallos, entre ellos se encuentran Ascochyta
chenopodii, Cercospora chenopodi, Chaetodiplodia caulina, Chaetoplea
calvescens, Peronospora farinosa. (Gonzalez, 2005).

Clasificacion Taxondmica

Segun Alexopolus y Mims (1985), citados por Hilj et al. (1991) este hongo esta
clasificado taxonémicamente de la siguiente manera:
Reino: Mycetae
Divisién: Amastigomycota
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Deuteromycetes
Orden: Sphaeropsidales
Familia: Sphaeropsidaceae

Género: Macrophoma

12



Morfologia Especifica de Macrophoma

Micelio aéreo, septado, marrén oscuro, ramificado, picnidios semisumergidos en
los tejidos, errumpentes de color negro, subgloboso, monoostiolados, de 350-
500 um. conidiéforos cortos de 8-20 um de largo, conidio, simples, elipsoidales
a subglobosos, mayores de 15-30 um de largo y de 5-10 um de ancho
(Gonzales et al., 1973).
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Figura 1. Macrophoma aislada en rhédio de cultivo PDA.

Sintomatologia de la Enfermedad

Los sintomas que produce el hongo Macrophoma en todas las hojas de la
maleza C. album (Figura 2), esta se caracteriza por presentar los picnidios
oscuros sobre las hojas, y dejando la hoja con un halo amarillento este hongo
se presenta en invierno donde hospeda sobre el suelo para posteriormente

pasar a las hojas (Walker, 1973).
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Figura 2. Macrophoma picnidios oscuros con halo amarillo sobre las hojas de

la maleza Chenopodium album
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Experimento

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, geograficamente sobre las
coordenadas 25° 227 Latitud Norte y 101° 00” Longitud Oeste, con una altura
sobre el nivel del mar 1743 m, ubicada en Buenavista a 7 km al sur de la ciudad
de saltillo, Coahuila.

Figura 3. Departamento de Parasitologia, laboratorio de fitopatologia UAAAN,
2017.

Material Vegetal Utilizado

Se hizo un recorrido en el bajio de la universidad y se llevaron a cabo
muestreos de Chenopodium album, cenizo o quinhuill, una especie de hierbas
de la familia Chenopodiaceae, que presentaron sintomas de la mancha foliar

identificandose los picnidios de manera directa a nivel macroscépico por planta.

15



Identificacién Directa

Lo primero a realizar fue identificar a la maleza, posteriormente se logré
observar los picnidios sobre las hojas de la misma con la ayuda del
estereoscopio, de tal manera no se pudo identificar a manera directa se llevaron
las muestras al laboratorio de Fitopatologia para realizar montas del material
colectado, por lo cual se utilizé una gota de lactofenol para colocarlo en un porta
objetos, posteriormente colocar la muestra que se macero utilizando una aguja
de diseccién y asi mismo colocar el cubre objetos, ya teniendo la monta del
hongo en el porta objetos se colocé al microscopio compuesto enfocado con el
objetivo 4x para poder ubicar la estructura del hongo, asi mismo colocarlo al
objetivo 10x para su oportuna observacion de las primeras partes del hongo,
por ultimo se ajusto al objetivo 40x.

gty
2,
2%

)
o)

Figura 4. Observacion del hongo en el microscopio compuesto en el

departamento de parasitologia, UAAAN, 2017.
Preparaciéon de PDA

Se peso 18.5 gr de PDA se coloc6 en un matraz agregandole 500 ml de agua

destilada se agitdé constantemente, posteriormente se esterilizo en una olla de
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presion de 15 Lb/15 Min., enseguida se dejé enfriar por un determinado tiempo

y finalmente se vacié en cajas Petri.

Reactivo

gr/L

PDA

39

Desinfeccion de las Muestras

Para este paso se realizO una serie de procedimientos para evitar la

contaminacién que pudiera afectar el trabajo que se estéa realizando.

Primeramente, fue la desinfeccion de la superficie de la camara de flujo laminar

utilizando alcohol con un atomizador, enseguida se realizaron pequefios cortes

del material vegetativo, asi también se prosiguié con la desinfeccion de los

pequefios cortes, este procedimiento se realizd con hipoclorito de sodio al 3%

durante tres minutos para enjuagar por tres veces con agua destilada estéril

durante tres minutos. Asi mismo se colocaron los cortes vegetativos en sanitas

estériles con la ayuda de unas pinzas y se dejaron secar los cortes por un lapso

de una hora.

Figura 5. Preparacion de hipoclorito de sodio al 3% en el departamento de

Parasitologia, UAAAN, 2017.
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Después de transcurrir una hora se prosiguiéo a sembrarlas en cajas Petri con
medio de cultivo PDA. Se colocaron cuatro cortes por cada caja Petri, la
siembra se realizé en la camara de flujo laminar previamente desinfectado con
alcohol, una vez terminado de sembrar se sellaron con cinta transparente
(Kleen pack), para incubarla con una temperatura constante de 28°C durante

siete dias.

Figura 6. Siembra del material vegetativo en cajas Petri con medio de
cultivo PDA, Departamento de Parasitologia UAAAN, 2017.

Aislamiento del Patégeno

Transcurrido el tiempo se observo el crecimiento de Macrophoma, se purifico
mediante punta de hifa colocando en placas de PDA, incubando por 7 dias a 28
°C

Identificacién de hongos

Una vez que se observd el crecimiento en las cajas Petri se prosiguié a
identificar el hongo, por lo cual se coloc6 una gota de lactofenol en el
portaobjetos para después colocar la muestra que se macero de la caja Petri
con una aguja de diseccion posteriormente se le coloco el cubre objetos. Ya
teniendo la monta del hongo en el portaobjetos se pasa a observar en el

microscopio con camara integrada del laboratorio de citogenética de la
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universidad, enfocado con el objetivo 4x para poder ubicar la estructura del
hongo, asi mismo colocarlo al objetivo 10x para su oportuna observacion de las
primeras partes del hongo, por ultimo, se ajustd al objetivo 40x. Para la
identificacion del hongo se realiz6 en base a la morfologia presentada y al
namero de septos que presentaba. (Barnett y Hunter 1972) figura 7

Figura 7. Identificacion con microscopio con camara integrada.

Medicion del Hongo

Se utilizé el programa Axio Vision Release 4.5 (2005), y se ajust6 a la escala en
pm para medir el largo y ancho de los conidios.

Figura 8. Medicion con el programa Axio Vision Release 4.5 (12/ 2005).
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RESULTADOS Y DISCUSION

De las muestras de Chenopodium con sintomas de manchas se aislé un hongo
con micelio blanco el cual fue consistente en todas las muestras sembradas fig.
9

Figura 9. Resultados de la siembra de muestras de Chenopodium

album. A) Crecimiento de un hongo.

Identificacién del hongo

La identificacion del hongo se realiz6 en base a las claves taxondmicas de
Barnett y Hunter (1972) de acuerdo a la morfologia que presentaban los

conidios. Ver figura 10

Figura 10. Fotografia microscépica de esporas de Macrophoma sp.
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Medicion de conidios

La medicion de conidios se realizod con el programa Axio Vision Realse 4.5 (12/
2005), consistio en realizar mediciones de 20 laminillas para obtener la media
del total, por el cual obtuvimos medidas del largo del conidio de 18.21 pum y de
ancho 2.56 um, este procedimiento nos ayuddé a llegar con su respectiva
identificacion del hongo de acuerdo con Barnett y Hunter (1972) quienes
mencionan que el tamafio del conidio del genero de Macrophoma es mayor de

15 pm.

Figura 11. Resultados de la identificacion del conidio con dos septos hialina y
Su respectiva medida.

Chenopodium album es uno de los colonizadores mas exitosos malezas, que
crecen en la mayoria de los sistemas de cultivo cultivables y muchos tipos de
suelo en una amplia gama de valores de pH (Holm et al., 1977). Es una mala
hierba problematica en los cultivos de remolacha azucarera, papa, maiz,
cereales y vegetales en todo el mundo (Holm et al., 1977), y se considera una
de las diez peores malezas en Europa. Es actualmente controlado con
herbicidas en la mayoria de los cultivos, pero en maiz y algunas verduras es
relativamente tolerante o resistente a muchos herbicidas (Heap, 2016).
Ascochyta caulina (P. Karst.) Aa & Kesteren es la agente causal de hongos de

una enfermedad de C. album.
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Este patégeno ha sido estudiado y propuesto como un posible agente para el
control bioldgico de C. album (Kempenaar et al., 1996; Vurro et al., 2001), como
la publicacion posterior aplicacion de picnidiosporas flngicas a jovenes las
plantas causaron la aparicion rapida de manchas necréticas. Dependiendo de la
cantidad de necrosis desarrollada, esta enfermedad retraso el crecimiento o dio
como resultado una planta muerte (Kempenaar et al., 1996). En estudios
previos, tres principales fitotoxinas hidrofilicas de bajo peso molecular de cultura
liquida se filtra del hongo, a saber, ascaulitoxina, ascaulitoxina aglicona y trans-
4-amino prolina, se aislaron y quimicamente y caracterizado biol6gicamente
(Evidente et al.,1998, 2000, 2001). Su uso en la mezcla como un natural y
herbicida amigable con el medio ambiente con amplio espectro de accion
propuesto, basado en una serie de propiedades biologicas y tecnoldgicas
relevantes (es decir, fitotoxicidad de amplio espectro de pequefio tamafio
molecular a diferentes especies de plantas, falta de antibiéticos y actividades
zootoxicas, y solubilidad total en agua) (Vurro et al., 2012).

Hojas de Chenopodium album tratadas con soluciones de toxinas fueron
severamente deshidratados con pérdida de células Turgour 72 h después del
tratamiento y aparicion de necrosis y areas cloroticas (datos no mostrados).
Estudio informan que una suspension de picnidiosporas de A. caulina rociada
en plantas jévenes de C. album causada aparicion rapida de manchas
necroticas; y una correlacion se encontrg entre el desarrollo de la necrosis y la
pérdida de la eficiencia fotosintética (Kempenaar et al., 1996). Los experimentos
de invernadero han demostrado que uso de soluciones de toxinas junto con
esporas de A. caulina mejoré fuertemente la eficacia del control bioldgico de
este hongo en mas del 30%. Ademas, la aplicacién simultanea de toxinas o
esporas de hongos, junto con bajas dosis de herbicidas (metribuzin y
rimsulfuron a 1/5 de las dosis recomendadas), fueron mas fitotoxicos que los
tratamientos de agente Unico (Vurro et al., 2001). Nuestros resultados indican
gue el biolégico la actividad de la mezcla de toxinas esta involucrada en
desarrollo de la necrosis, cuyos efectos en consecuencia obstaculizar la

fotosintesis de la hoja.
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Los hongos patégenos son potencialmente complementos valiosos dentro del
arsenal de armas contra las malezas. El control biol6gico clasico ofrece un
método barato, libre de contaminacion y método de manejo sostenible de
malezas invasivas, particularmente en ecosistemas naturales, pero también en
aquellas situaciones donde, debido a las vastas areas involucradas, las formas
convencionales de control no son econdmicas, son dificiles de implementar o
ambientalmente indeseables, o0 mas usualmente, una combinacién de todo esto.
Se ha alcanzado un éxito notable con retornos financieros y ambientales
significativos.

El papel de los micoherbicidas, no obstante, es todavia problematico, pero,
debido a presiones actuales para reducir la dependencia de herbicidas
guimicos, los cuales solo pueden aumentar en el futuro, pueden ser una
contribucion importante al control de malezas, cuando las limitaciones bien
documentadas hayan sido eliminadas, particularmente a traves de
formulaciones mejoradas y mercadeo.

La preocupacion primordial, de las autoridades reguladoras y el publico en
general, sobre el uso de hongos patdgenos en el control de malezas, es su
amenaza potencial hacia otras plantas no objetivo del control. Esto es
especialmente relevante para el control biolégico clasico, donde se introducen

patdgenos exaticos en nuevos ecosistemas.
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CONCLUSION

Se logro la identificacion del patbgeno que esta asociado a la enfermedad, el

cual fue el hongo: Macrophoma sp.
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