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Resumen

Convolvulus arvensis (correhuela) es una planta herbacea perenne de ciclo
primavero-estival, naturalizada en Argentina y considerada un problema para la
produccién agricola. Presenta habilidad para invadir y persistir en una amplia variedad
de habitats, gracias a sus semillas con una longevidad notable, brotes adventicios que
surgen de su extenso sistema radical y reservas significativas de carbohidratos en
sus raices. Por ello, se la ha declarado plaga de la agricultura en el afio 1946. El
desarrollo de alternativas al uso de agroquimicos ha llevado a investigar otras
estrategias como el control biolégico (CB) de malezas mediante el uso de hongos
patégenos. El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar ciertos factores que
inciden en la infeccidén y desarrollo de una mancha foliar producida por Septoria
convolvuli, uno de los hongos patdégenos posibles candidatos a ser utilizado como
agente de CB de Convolvulus arvensis en el sudoeste bonaerense. Se realizaron
tres experimentos con el fin de determinar los niveles de enfermedad en correhuela
provocados por S. convolvuli bajo niveles crecientes de i) concentracién de conidios;
i) periodo de tiempo bajo humedad al 100% luego de la inoculacién; y iii) temperatura.

Se observo que el desarrollo de la enfermedad ocurrié con una concentracién
minima de 1x10* conidios/ml, registrandose un maximo nivel con 1x10° conidios/ml.
Se registraron sintomas cuando se expusieron las plantas, por lo menos a 5 dias de
humedad al 100% luego de la inoculacion. El hongo provoco6 enfermedad en un rango
de temperaturas entre los 15y 25 °C, siendo su nivel mas elevado a partir de los 20
°C. En general, los niveles de dafio registrados en los experimentos fueron
relativamente bajos. Estos resultados aportan informacion relevante para la
evaluacion de este hongo como candidato a ser incorporado en un plan de manejo

integrado de la correhuela.

Palabras claves: correhuela, hongos patdégenos, control biolégico, Septoria
convolvuli, concentracion de in6culo, periodo de tiempo, saturacibn de humedad,

temperatura.
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Introduccion

Las malezas, o malas hierbas, son plantas que crecen en lugares donde no son
deseadas, representando uno de los factores biéticos adversos mas significativos en
la agricultura. Su efecto en los cultivos radica en la competencia por recursos limitados
como la luz solar, agua y nutrientes del suelo, lo que obstaculiza su desarrollo normal.
Ademas, pueden acarrear consecuencias negativas adicionales, tales como la
contaminacion de la producciéon con sus semillas que llevan a la disminucién de la
calidad del grano y al aumento de los costos de cosecha. Por otro lado, crean un
ambiente propicio para la proliferacién de insectos y patégenos perjudiciales para los
cultivos. Estos efectos combinados resultan en pérdidas tanto en rendimiento como
en calidad de la cosecha (Fernandez et al., 2014). También, pueden afectar el
bienestar o la salud animal, al disminuir el valor forrajero y poseer metabolitos toxicos.
Por lo tanto, su presencia genera consecuencias que exigen que se inviertan recursos
para lograr su control, lo que a su vez se dificulta por la habilidad para colonizar y
multiplicarse rapidamente que poseen las malezas (Diez, 2013; Fernandez et al.,
2014).

Convolvulus arvensis L., conocida en Argentina comunmente como “correhuela”,
‘campanilla” o “enredadera perenne” dependiendo de la regidn, es una especie
invasora de origen euroasiatico, perteneciente a la familia Convolvulaceae (Chaves,
2002). Se trata de una planta cosmopolita que se puede encontrar en diversos
hébitats, entre ellos, campos de cultivo, bordes de caminos, vias férreas, jardines y
otros lugares disturbados (Fig. 1) (Cafon et al., 2018). Se considera una maleza
capaz de crecer en diversos entornos, afectando a la agricultura y a la jardineria. En
el mundo se encuentra entre las diez principales malas hierbas, extendiéndose desde
la latitud 60° norte hasta los 45° latitud sur. Se indica que, en 44 paises, esta maleza

representa un grave problema para 32 cultivos diferentes (Robles, 1993).
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Figura 1: A) Convolvulus arvensis creciendo de manera espontadnea en camino rural en
cercanias a la ciudad de Viedma; B) C. arvensis bordeando un cultivo de papa bajo riego
ubicado en Carmen de Patagones; C) C. arvensis creciendo en lugar disturbado de la ciudad
de Neuquén.

Convolvulus arvensis es una planta herbacea perenne de ciclo primavero-estival,
con habito de crecimiento rastrero y tallos trepadores (Fig. 2). Sus hojas son enteras
con lamina de forma variable, generalmente lanceolada a ovada, hastada o sagitada,
a veces cordada. La floracion ocurre en el verano y sus flores presentan una corola
acampanada de color blanco a blanco-rosado, con algunos pelitos en el borde. Su

fruto es una capsula ovoide con semillas negras a la madurez (SIB, 2023).
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Figura 2: Convolvulus arvensis invadiendo un cultivo de girasol bajo riego en el partido de

Villarino, Provincia de Buenos Aires.

La correhuela presenta habilidad para invadir y persistir en una amplia variedad
de hébitats. Esto se debe a varias caracteristicas esenciales tales como sus semillas
con una longevidad notable (20 afios o0 mas), brotes adventicios que surgen de su
extenso sistema radical y reservas significativas de carbohidratos en sus raices
(Weaver & Riley,1982; Cafdn et al., 2018). Las reducciones en rendimiento que
ocasiona a los cultivos a los que se asocia varian del 20 al 80%, con mayor dafio en
cultivos de poca cobertura y con escasa humedad en el suelo (Robles, 1993). En
Argentina fue declarada “plaga de la agricultura”, por lo que es obligatorio su control
bajo la ley N° 6704/63 (SENASA, 2024).

Dada la capacidad invasiva de la correhuela, su manejo es especialmente
desafiante. Los principales métodos de control para esta especie son el agotamiento
de las reservas que poseen las plantas por repetidas labores mecéanicas y/o la
aplicacion de herbicidas quimicos sistémicos. El control mecéanico suele ser erréatico
y costoso, debido a la capacidad regenerativa de sus rizomas (Robles, 1993). En
cambio, bajo ciertas condiciones, el control quimico es una herramienta eficaz para
disminuir las poblaciones de correhuela a niveles no perjudiciales. Sin embargo,
durante las ultimas décadas, la aplicacion de herbicidas ha predominado sobre otras

practicas de manejo de malezas, desplazando estrategias preventivas, fisicas,
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culturales, biolégicas y mecénicas. Esta preferencia ha sido impulsada por su
contribucion significativa a la alta productividad agricola a nivel mundial (Diez, 2013).
El uso indiscriminado de agroquimicos, puntualmente de los herbicidas sintéticos
como unica solucion para combatir las malezas, ha llevado a descuidar la importancia
de integrar diferentes estrategias y tacticas de manejo en los sistemas de produccion
agricola. Esta situacién ha provocado ciertas consecuencias negativas, como por
ejemplo el desarrollo de resistencia en numerosas especies de malezas a ciertos
principios activos utilizados en forma repetida (Barberi, 2019) y el impacto sobre el
ambiente y los ecosistemas naturales, como la eliminacién de organismos benéficos
y la aparicion de plagas nuevas y mas vigorosas (Fernandez, 1982; Sarandén y
Flores, 2014). Los agricultores perciben claramente este problema al observar que la
efectividad de los herbicidas esta disminuyendo aceleradamente y que cada vez se
necesitan aplicar mayores dosis a intervalos mas cortos y/o nuevos productos, para
el control de las adversidades bidticas (Sarandén y Flores, 2014).

Con el fin de mitigar las complicaciones derivadas del uso repetido de herbicidas
y fomentar un entorno productivo donde la sustentabilidad y el cuidado del medio
ambiente es cada vez mas relevante, es crucial explorar alternativas al uso de
productos quimicos y adoptar enfoques integrados mas racionales para resolver el
problema que representan las malezas de los cultivos. Desde mediados de la década
de 1960, la FAO (Food and Agriculture Organization) ha promovido la adopcion del
manejo integrado de plagas sensu lato (MIP) en todo el mundo (Labrada, 2006).
Especificamente, un sistema de Manejo Integrado de Malezas (MIM) enfoca el
problema utilizando todas las técnicas adecuadas y conocimientos existentes para
reducir sus poblaciones a niveles tales que los perjuicios econdmicos que produzcan
se hallen por debajo de un umbral economico aceptable (Fernandez, 1982). Las
estrategias y tacticas mas comunes dentro del MIM son los métodos culturales
(incluyen rotacion de cultivos, cultivares resistentes, uso de cultivos de cobertura,
cultivos intercalados, control mecanico y gestion eficiente del agua y aplicacion de
fertilizantes), el control quimico racional y juicioso, el control biolégico y otros
meétodos, incluido el uso de solarizacion del suelo y métodos fisicos, que siguen bajo
investigacion (Labrada, 2006). De las herramientas mencionadas, el control biolégico
(CB) en Argentina ha sido histéricamente una practica poco desarrollada. Esta se
basa en el uso de organismos vivos, llamados agentes de control biolégico (ACB),

para modificar la densidad de poblacion o el impacto de un organismo plaga
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especifico, haciéndolo menos abundante o menos dafiino (Eilenberg et al., 2001). Se
considera un método econdmico y sustentable con bajos impactos ambientales
(Charudattan, 2001; Frantzen et al., 2002).

Se pueden distinguir tres tipos de enfoques de aplicacion del biocontrol: clasico
o de introduccién, inundativo y de conservacion o fomento. Los dos primeros, como
resultado de la intervencion directa del hombre y el Ultimo involucra el efecto
fundamentalmente de acciones indirectas (Eilenberg et al., 2001; Cabrera Walsh et
al., 2014; Cucchi, 2020).

e Meétodo clasico o de introduccion: es el control de una maleza exdética mediante
la introduccidn intencional de un ACB exatico al sitio de invasion, proveniente
del lugar de origen de la maleza y que generalmente ha co-evolucionado con
ésta.

e Inundativo: consiste en la produccion masiva de agentes de control bioldgico
en laboratorios o bioterios, para luego ser liberados en grandes cantidades en
areas donde la maleza constituye un problema. Dentro de este enfoque se
considera la aplicacion de formulados comerciales basados en organismos
vivos como principio activo (bioherbicidas).

e De conservacion o fomento: es la modificacion del medio ambiente o practicas
existentes para proteger y/o incrementar la poblacion de enemigos naturales

especificos u otros organismos para reducir el efecto de las malezas.

En el control biolégico de malezas los agentes mas utilizados son artrépodos
(sobre todo &caros e insectos) y patdgenos (hongos, bacterias y virus). Estos ultimos
han demostrado, en algunos ejemplos en el mundo, una elevada efectividad. En
Argentina, tanto el uso de patégenos como de otros ACB ha sido esporadico en el
pasado y la practica ha caido en desuso bajo un escenario de control de malezas
basado en herbicidas. Hoy en dia, renace el interés en el CB dado los problemas
generados por el control quimico. Sin embargo, las posibilidades de aplicar alguno de
los enfoques mencionados son limitadas. El enfoque clasico, es en Argentina muy
complicado de abordar en el corto plazo ya que no existe la infraestructura ni un marco
legal adecuado para llevarlo adelante. En cuanto al enfoque inundativo, tipicamente
aplicado en forma de bioherbicidas, existen pocos casos en el mundo que hayan
tenido buenos resultados comerciales. Consecuentemente, la manera mas factible de

aplicar CB en Argentina en el corto a mediano plazo, es mediante el aprovechamiento
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de los efectos reguladores que ejercen los enemigos naturales que ya estan
presentes en el sistema sobre la aptitud de las malezas (Anderson, 2017). Esta
practica es conocida en la literatura internacional con el término de “system-
management approach” (Muller-Scharer y Frantzen, 1996; Charudattan, 2001), la cual
puede tratarse de favorecer el desarrollo poblacional de uno o varios agentes
seleccionados manejando el sistema (control biol6gico de conservacion), o de liberar
grandes cantidades de ACB producidos masivamente en laboratorio (control biolégico
de fomento).

En el marco del proyecto “Control biolégico de malezas en la Provincia de
Buenos Aires (PGl 24/ZA15)”, se encontraron recientemente tres hongos patégenos
afectando poblaciones de correhuela. Dos de ellos asociados a manchas foliares,
producidas por hongos picnidiales (también Illamados hongos celomicetes)
identificados como Stagonospora calystegiae (Westend.) Bubak y Septoria convolvuli
Desm., y un oidio, Erysiphe convolvuli DC. (Sastre Hughes, 2023). Con la finalidad de
determinar la conveniencia y factibilidad de aplicar alguno de estos patdgenos como
agentes de control biolégico (ACB) en Convolvulus arvensis en los sistemas de
produccién de nuestra region se iniciaron estudios sobre estos enemigos naturales.

En otros lugares del mundo se ha logrado algun éxito aplicando control biol6gico
sobre C. arvensis mediante el uso de hongos celomicetes (Ormeno-Nufiez et al.,
1988; Boss et al., 2007). De los hongos encontrados en las poblaciones locales,
Septoria convolvuli ha demostrado un cierto nivel de dafio en correhuela en
condiciones de laboratorio (Sastre Hughes, 2023). Septoria es un género que incluye
diversas formas asexuales perteneciente al orden Ascomycota. Las especies de este
grupo causan manchas foliares en una gran diversidad de plantas cultivadas y
silvestres distribuidas por todo el mundo (Andrianova et al., 1999; Verkley et al., 2013).
Este patdgeno, para ser considerado como un candidato a ser incorporado en un plan
de manejo integrado, debe demostrar, entre otras caracteristicas deseables, elevados
niveles de agresividad.

En el caso de las plantas, existen ciertas condiciones que se deben de cumplir
para que se presente una enfermedad en su maxima expresion, lo que se conoce
como patosistema o triangulo de la enfermedad. Este resulta de la interaccién de un
patégeno con habilidad para atacar, un huésped susceptible y un ambiente con
condiciones favorables para que estos dos eventos, atacar y ser atacado, sucedan

(Santos et al., 2010). La mancha foliar producida por S. convolvuli encontrada en
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correhuela ha sido hallada en distintos ambientes; esto indicaria que su agente causal
podria adaptarse bien a una variedad de condiciones ambientales. Las observaciones
permiten predecir que Septoria convolvuli puede causar enfermedad bajo las
condiciones de temperaturas mas bajas y de menor humedad propias del sudoeste
de la provincia de Buenos Aires. Asimismo, se estima que este agente podria infectar
con bajas concentraciones de indéculo, como ha sido probado en Phomopsis
convolvuli, otro hongo celomicete encontrado sobre correhuela en Norteamérica
(Ormeno-Nuriez et al., 1988).

Dados los antecedentes presentados, sumado al dificil manejo de esta maleza,
la preocupaciéon publica sobre el medio ambiente y la escasa informacion local
disponible, en esta tesina se propone realizar estudios de base que aporten a la
evaluacion de la factibilidad de incorporar patégenos en planes de manejo integrado
de correhuela. En este trabajo, se seleccioné el hongo Septoria convolvuli como
objeto de estudio. La hipétesis planteada es que dicho patégeno presenta la
capacidad de causar enfermedad en C. arvensis en un rango amplio de condiciones
ambientales y a bajas concentraciones de indculo. Para confirmar esta premisa, el
objetivo general consistio en investigar acerca de los factores que inciden en la
infeccion y desarrollo de la enfermedad por parte del patégeno sobre la correhuela.
Los objetivos especificos de este estudio fueron: determinar los niveles de
enfermedad en correhuela provocados por S. convolvuli bajo niveles crecientes de i)
concentracion de conidios; ii) periodo de tiempo bajo humedad al 100% luego de la

inoculacién; y iii) temperatura.
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Materiales y metodos

Obtencion de plantas

En otofio del 2022 se visitaron dos poblaciones de plantas de Convolvulus
arvensis en la localidad de Bahia Blanca: la primera ubicada en una escuela de
equitacion denominada “Incitatus” (38°40'52.64"S; 62°13'28.69"0) y la segunda, en
un terreno baldio (38°41'2.52"S; 62°17'13.74"0). Se seleccionaron frutos maduros
gue fueron recolectados manualmente y luego transportados al laboratorio y
almacenados en refrigeracion a 5 °C hasta su utilizacion.

Para la obtencion de semillas, los frutos fueron trillados manualmente.
Posteriormente, se seleccionaron 100 semillas visualmente sanas y se sometieron a
escarificacion mecanica, mediante el raspado de la cubierta con papel de lija P120.
Este proceso tenia como objetivo facilitar el contacto del endosperma con el aire y el
agua, promoviendo asi una germinacién rapida. Investigaciones previas sobre C.
arvensis respaldan la eficacia de la escarificacion mecanica como tratamiento
pregerminativo 6éptimo en comparacioén con métodos quimicos y de lixiviacion (Davies,
2021).

Las semillas escarificadas se colocaron en cajas de Petri sobre papel absorbente
humedecido con agua destilada, mantenidas a una temperatura de 20 = 5 °C para
inducir la germinacién (Fig. 3). Adicionalmente, se multiplicaron plantas previamente
cultivadas en macetas en laboratorio, mediante divisiones por rizomas. Para ello, se
extrajo el pan de tierra de la maceta y se separ6 en multiples porciones, cada una de
las cuales se enterré en una nueva maceta conteniendo suelo representativo de la
region de Bahia Blanca (38° 44" S; 62° 16" O).

Todas las plantas fueron cultivadas en un entorno controlado con condiciones de
temperatura constante de 20 °C y luz artificial con un fotoperiodo de 12 horas. El riego
se llevo a cabo dos veces por semana, intensificandose a tres veces por semana
durante la temporada de verano. Durante el crecimiento de las plantas, se detect6 la
presencia de afidos asociados por lo que se implementaron medidas de control
fitosanitario para asegurar la sanidad de las mismas, mediante la aplicacion de
GlacoXAN IMIDA con principio activo Imidacloprid (dosis 0,9 ml/l de agua) y

GlacoXAN D-SIST con principio activo Dimetoato (dosis 4 ml/l de agua). Ademas, se

11
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procedié al control del oidio de correhuela (Erysiphe convolvuli) mediante una
suspension de azufre (dosis 2 gr/l de agua).

Figura 3: Semillas escarificadas de C. arvensis en una Caja de Petri con papel absorbente

huimedo para inducir la germinacion.

Cultivo del patogeno

Para los ensayos, se utilizé un cultivo de Septoria convolvuli creciendo en agar
papa glucosado (APG) de la coleccion de hongos del Laboratorio de Patologia
Vegetal del Departamento de Agronomia (UNS). EI mismo habia sido aislado a partir
de hojas de correhuela que presentaban sintomas de manchas foliares provenientes
de los sitios de Bahia Blanca (coord.: -38.679917, -62.284083) y Villa Ventana (coord.:
-38.073829, -61.925471) visitados en el afio 2021. Este agente fue identificado
previamente como Septoria convolvuli y su patogenicidad fue confirmada por Sastre
Hughes et al. (2023). A modo de entrenamiento, se examinaron hojas herborizadas
recolectadas en los sitios mencionados bajo lupa estereoscopica Olympus SZ61 para
la observacion de sintomas y signos. Una vez encontrados, se llevaron a cabo
preparados microscépicos a partir de picnidios, para su posterior observacion a través
de un microscopio Olympus CX31. En algunas hojas se pudo observar la presencia

de cirros. Estos constituyen masas de conidios en una matriz mucilaginosa que
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previene su deshidratacion la cual es expulsada desde el interior del picnidio a través
del ostiolo (Figs. 4y 5).

Figura 4: Detalle de cirros de conidios emergiendo de picnidios de Septoria convolvuli,
observados a través de lupa estereoscopica (izquierda). Masa de conidios y picnidios
(flechas) vistos bajo el microscopio (derecha).

Figura 5: Conidios de Septoria convolvuli (flecha) liberados a partir de un picnidio inmerso en
tejido vegetal, visto bajo microscopio.

13
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Produccion del inéculo

Los aislados de Septoria convolvuli fueron sembrados en cajas de Petri
conteniendo agar avena, ya que este medio de cultivo ha demostrado favorecer una
produccién masiva de in6culo (conidios) (Sastre Hughes, 2023). El repique se llevo a
cabo transfiriendo discos de 2-3 mm de diametro a partir de colonias previamente
cultivadas en APG (Fig. 6). Las cajas se incubaron a temperaturas de 22 °C durante

el diay 20 °C durante la noche, con un fotoperiodo de 12 horas.

Figura 6: Siembra de aislados de Septoria convolvuli en cajas de Petri con agar avena.

Una vez crecida la colonia y visualizada la formacién de cirros de conidios, estos
ultimos se tomaron utilizando un ansa previamente esterilizada al rojo vivo en
mechero Bunsen. Los cirros fueron depositados en un vaso de precipitado
conteniendo agua destilada estéril y se batié con una varilla de vidrio estéril para
garantizar la completa liberacion de los conidios y asi lograr una suspension uniforme.
Este procedimiento se repitié hasta alcanzar la concentracién de conidios deseada,
la cual fue determinada mediante recuento en camara de Neubauer (Fig. 7).
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Figura 7: Cuadricula de la camara de Neubauer vista bajo microscopio, empleada para el
recuento preciso de conidios de Septoria convolvuli en la preparacion de la suspension a ser

inoculada.

Procedimiento general de inoculacion

Una vez obtenida la concentracién deseada, la suspension se filtr6 a través de
tela de voile y se verti6 en atomizadores con la ayuda de un embudo. A cada
suspension, se le agregaron tres gotas del tensioactivo Tween 20 (surfactante
hidrofilico, emulsificante).

La inoculacion de las plantas se llevé a cabo mediante la pulverizacién de una
suspension que contenia los conidios de Septoria convolvuli, manteniendo una
distancia aproximada de diez centimetros respecto a las hojas. Se procurd asegurar
la cobertura completa de las hojas, tanto en el haz como en el envés. En todos los
casos el volumen final de indculo aplicado fue de 15 ml. Para los tratamientos testigo
(control), se utilizd una solucion de 15 ml de agua destilada estéril con tres gotas de
Tween 20.

Los experimentos (inoculaciones artificiales) se realizaron en camaras de
crecimiento con condiciones controladas de luz, con un fotoperiodo de 12 h y a una

temperatura de 22°C, a menos que se indigue lo contrario. Una vez asperjadas las
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plantas, se colocaron dentro de cAmaras de incubacion de polietileno, sobre papel de
diario humedecido, para lograr una condicién de humedad relativa del 100%. Las
plantas fueron dejadas dentro de estas ultimas por un periodo de seis dias, a menos
gue se indique lo contrario. Finalizado este periodo, las camaras de incubacion fueron
retiradas y las plantas se distribuyeron de manera aleatoria y espaciada dentro de las
camaras de crecimiento, garantizando una exposicion homogénea a la luz.

En cada tratamiento, se emplearon cuatro plantas, y cada maceta fue
debidamente rotulada segun el tratamiento correspondiente. Por ejemplo, en el
Tratamiento 1, las macetas se identificaron como 1A, 1B, 1C, 1D. Dentro de las
camaras, se dispusieron sobre bandejas de plastico para retener el agua de riego y
asegurar una humedad oOptima a lo largo del experimento (Fig. 8).

Previo a la inoculacion, se registré el nimero de hojas verdes en cada planta.
Este registro inicial permitio realizar comparaciones al finalizar los ensayos,

evaluando la cantidad de hojas afectadas o muertas debido a la enfermedad.
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Figura 8: Plantas de Convolvulus arvensis colocadas dentro de la camara de crecimiento con

condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo.
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Consideraciones especificas para cada ensayo

Concentracion de in6culo

En el desarrollo de este ensayo, se evaluaron diversas concentraciones
crecientes de conidios con el objetivo de identificar su efecto en la infeccion y
desarrollo de la enfermedad. Se establecieron cuatro tratamientos, mas un testigo
(control), por lo que se trabajé con un total de veinte plantas.

Las suspensiones se prepararon conforme se detall6 previamente (ver seccion
“Produccion del inoculo”), con la particularidad de que fueron formuladas de manera
individual, dado que presentaban variaciones en su concentracion como se detalla en
la Tabla 1 (Fig. 9). En la preparacién de cada suspension a inocular, se seleccionaron
cuatro concentraciones objetivo y se prepararon intentando obtener la concentracion
medida méas aproximada posible (Tabla 1). Estas concentraciones obtenidas fueron

las aplicadas en los distintos tratamientos.

Tabla 1: Concentraciones objetivo y obtenidas para cada tratamiento durante el ensayo de
efecto de la concentracion de inéculo en la infeccion y desarrollo de la enfermedad.

Tratamiento Concentracion objetivo Concentracion obtenida
(conidios /ml) (conidios /ml)
0 0 0
1 1x103 2.2x103
2 1x10* 1x10*
3 1x10° 9.2x10*
4 1x10°¢ 9.2x10°
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Figura 9: Atomizadores con los que se realiz6 la inoculacion.

Periodo de tiempo con saturacion de humedad luego de la inoculacion

En este estudio, se exploro el efecto del periodo de tiempo con humedad al 100%
luego de la inoculacién en la infeccion y desarrollo de la enfermedad. Un total de
veinte plantas creciendo en macetas, resultantes de cuatro réplicas y cinco
tratamientos fueron inoculadas. Cada tratamiento consisti6 en exponer las plantas
inoculadas con S. convolvuli a un periodo de tiempo con humedad al 100% de dos,
tres, cuatro, cinco y seis dias.

Para este experimento se prepard una suspension madre de 75 ml de una
concentracion de 9.2x10* conidios/ml (concentracion objetivo: 1x10° conidios/ml). La
misma se dispensé en suspensiones de 15 ml cada una, las que se usaron para
asperjar cada tratamiento. Posteriormente, las plantas inoculadas se colocaron en
camaras de incubacion de polietileno con la base cubierta de papel de diario
humedecido con agua para crear un ambiente con humedad al 100% (Fig. 10).
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gz
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Figura 10: Macetas de Convolvulus arvensis colocadas en camaras de incubacion de

polietileno, situadas dentro de la cAmara de crecimiento con condiciones controladas.

Temperatura

Este ensayo tuvo como objetivo determinar el efecto de distintos niveles de
temperatura en la infeccién y desarrollo de la enfermedad causada por Septoria
convolvuli en Convolvulus arvensis. Para llevar a cabo este estudio, se emplearon
tres camaras de crecimiento con condiciones controladas, cada un operando bajo una
temperatura diferente, especifica para cada tratamiento detallada de la siguiente

manera.

e Tratamiento 1: 25 °C
e Tratamiento 2: 20 °C

e Tratamiento 3: 15 °C

En cada tratamiento, se emplearon cuatro plantas, sumando un total de doce. Se
preparé una suspension madre con una concentracion de 1.045x10° conidios/ml

19



Trabajo de Intensificacion: Ingenieria Agronémica Milagros Martin Arrieta
Departamento de Agronomia — Universidad Nacional del Sur

(concentracion objetivo: 1x10° conidios/ml), la cual se dispensé en tres suspensiones
de 15 ml para la inoculacién de cada tratamiento.

Medicion del daio

La evaluacion de los dafios se efectu6 mediante la identificacion de manchas
foliares producidas por Septoria convolvuli luego de las inoculaciones
contabilizandose el nimero de hojas con sintomas. Las hojas completamente muertas
se sometieron a cAmara humeda para confirmar la presencia del patdgeno. Luego de
48 h, se registraron las hojas que presentaban fructificaciones del hongo (picnidios)
utilizando una lupa y un microscopio, corroborando que se trate de Septoria convolvuli
(Fig. 11). De esta manera, se cuantifico la capacidad de infeccion del hongo y el nivel
de defoliacion que potencialmente puede producir. Las mediciones sobre las hojas se
realizaron de manera semanal y las camaras hiumedas se llevaron a cabo tres veces

por semana.

Figura 11: Puntos negros que corresponden a picnidios de S.convolvuli sobre una hoja muerta

(izquierda) y sobre una mancha en una hoja verde (derecha).
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Analisis estadistico

Para cada experimento, los parametros evaluados fueron el nimero absoluto de
hojas con infeccidn, el nimero absoluto de hojas muertas en asociacion con manchas
por S. convolvuli, el porcentaje de hojas con infeccién y el porcentaje de hojas
muertas. Los datos recopilados fueron analizados mediante ANOVA (Analyse of
Variance) y las medias fueron comparadas mediante el test de DMS de Fischer
(p<0,05). Los supuestos de homocedasticidad y normalidad fueron analizados
mediante observacion gréfica de los residuos de los datos. Cuando no se cumplian
los supuestos, los datos fueron transformados con la funcion raiz cuadrada o
arcoseno raiz cuadrada segun haya sido el caso (Snedecor y Cochran, 1956). Todos
los analisis fueron realizados mediante el software estadistico INFOSTAT (Di Rienzo
et al., 2015).
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Resultados

Concentracion de inéculo

Se encontraron diferencias significativas entre las medias para el numero
absoluto de hojas infectadas (F=3,74; p<0,05), el nUmero absoluto de hojas muertas
con infeccion (F=3,97; p<0,05), el porcentaje de hojas infectadas (F=3,62; p<0,05) y
porcentaje de hojas muertas con infeccion (F=3,62; p<0,05) a concentraciones
crecientes de inoculo de S. convolvuli sobre C. arvensis.

Estos resultados evidencian que a medida que se incrementa el in6culo, también
aumenta la cantidad de hojas que presentan sintomas atribuibles a la presencia de
Septoria convolvuli. Se destaca un aumento de méas de tres veces en el valor del
tratamiento 4 (concentracion objetivo: 1x108 conidios/ml) con respecto al tratamiento
2 (concentracion objetivo: 1x10* conidios/ml) (Fig. 12).

Es importante haber corroborado que los sintomas se debian al tratamiento
aplicado dado que en el testigo no se observaron. Los sintomas comenzaron a partir
del tratamiento 2, correspondiente a la concentracion de 1x10* conidios/ml. El
porcentaje de hojas con sintomas y el porcentaje de hojas muertas (Fig. 13) para este
tratamiento fue de 6% y de 4% respectivamente, aumentando significativamente en
un 10% y 7% para el tratamiento 4 correspondiente a la concentracion de 1x108

conidios/ml, respectivamente.
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Figura 12: Numero de hojas con sintomas (barras grises) y hojas muertas (barras blancas)
en Convolvulus arvensis luego de inoculaciones a distintas concentraciones de inoculo de
Septoria convolvuli. Barras acompafiadas con la misma letra en mindscula o en mayuscula
indican que no se detectaron diferencias significativas entre las medias para el nimero de

hojas muertas y para el nimero de hojas con sintomas, respectivamente (p<0,05).
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Figura 13: Porcentaje de hojas con sintomas (barras grises) y hojas muertas (barras blancas)
en Convolvulus arvensis luego de inoculaciones a distintas concentraciones de indculo de
Septoria convolvuli. Barras acompafiadas con la misma letra en mindscula o en mayuscula
indican que no se detectaron diferencias significativas entre las medias para el porcentaje de

hojas muertas y para el porcentaje de hojas con sintomas, respectivamente (p<0,05).

Periodo de tiempo con saturacion de humedad luego de la
inoculacion

En lo que respecta al resultado del ensayo del efecto del periodo de tiempo con
humedad al 100%, no se detectaron diferencias significativas entre las medias para
el nimero absoluto de hojas infectadas (F=0,27; p=0,62), el nUmero absoluto de hojas
muertas con infeccion (F=1,04; p=0,35), el porcentaje de hojas infectadas (F=0,64;
p=0,42) y porcentaje de hojas muertas con infeccion (F=1,65; p=0,25). Sin embargo,
la observacion detallada revelo que los sintomas iniciaron su manifestacion a partir
del quinto dia con humedad al 100%. Notablemente, no se registraron diferencias con
un dia adicional de humedad (Fig. 14).

Del mismo modo, en relacion al porcentaje de hojas con sintomas y el porcentaje
de hojas muertas, a pesar de no haber detectado diferencias estadisticas entre

tratamientos, se evidencio que ambos comenzaron a manifestarse luego de que las
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plantas hubieran sido expuestas a cinco dias de humedad al 100% a partir de la
inoculacién (Fig.15).
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Figura 14: Numero de hojas con sintomas (barras grises) y hojas muertas (barras blancas)
de Convolvulus arvensis inoculadas con Septoria convolvuli, luego de someterse a distintos
periodos de tiempo con humedad al 100%. Barras acompafadas con la misma letra en
mindscula o en mayuscula indican que no se detectaron diferencias significativas entre las
medias para el niumero de hojas muertas y para el nimero de hojas con sintomas,
respectivamente (p<0,05).
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Figura 15: Porcentaje de hojas con sintomas (barras grises) y hojas muertas (barras blancas)
de Convolvulus arvensis inoculadas con Septoria convolvuli, luego de someterse a distintos
periodos de tiempo con humedad al 100%. Barras acompafiadas con la misma letra en
mindscula o en mayuscula indican que no se detectaron diferencias significativas entre las

medias para el porcentaje de hojas muertas y para el porcentaje de hojas con sintomas,
respectivamente (p<0,05).

Temperatura

En cuanto al resultado del ensayo del efecto de la temperatura, se detectaron
diferencias significativas entre las medias para el numero absoluto de hojas infectadas
(F=4,68; p<0,05), el namero absoluto de hojas muertas con infeccion (F=7,09;
p<0,05), el porcentaje de hojas infectadas (F=4,43; p<0,05) y porcentaje de hojas
muertas con infeccion (F=7,97=; p<0,05) producidas por S. convolvuli en C. arvensis.

En la Fig. 16 se observa un incremento de dos veces en la cantidad de hojas con
sintomas a una temperatura de 20 °C en comparacion con aquellas expuestas a 15
°C. Ademas, se registré que la cantidad de hojas muertas fue en promedio de 2,5 a

20 °C y de 0,25 a 15 °C, lo que representa una diferencia de 9 veces entre ambas
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condiciones de temperatura. Asimismo, no se detectaron diferencias significativas
entre 20 °C y 25 °C para ninguno de los parametros medidos.

Respecto al porcentaje de hojas con sintomas y porcentaje de hojas muertas, se
observo un aumento entre la temperatura de 15 °C con respecto a 20 °C de 4,7% y
3%, respectivamente. Del mismo modo que para los valores absolutos medidos no se
registraron diferencias significativas entre 20 °C y 25 °C para ambos porcentajes
obtenidos (Fig.17).
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Figura 16: Numero de hojas con sintomas (barras grises) y hojas muertas (barras blancas)
de Convolvulus arvensis inoculadas con Septoria convolvuli, luego de incubarse por tres
semanas a distintas temperaturas. Barras acompafiadas con la misma letra en minuscula o
en mayuscula indican que no se detectaron diferencias significativas entre las medias para el

namero de hojas muertas y para el numero de hojas con sintomas, respectivamente (p<0,05).
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Figura 17: Porcentaje de hojas con sintomas (barras grises) y hojas muertas (barras blancas)
de Convolvulus arvensis inoculadas con Septoria convolvuli, luego de incubarse por tres
semanas a distintas temperaturas. Barras acompafiadas con la misma letra en mintscula o
en mayuscula indican que no se detectaron diferencias significativas entre las medias para el
porcentaje de hojas muertas y para el porcentaje de hojas con sintomas, respectivamente
(p<0,05).
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Discusion

De acuerdo con los experimentos realizados, Septoria convovuli produjo infeccion y
desarrollo de la enfermedad sobre Convolvulus arvensis bajo ciertas condiciones. En
primera instancia, los sintomas se evidenciaron a partir de una concentracion de
1x10* conidios/ml. Estos resultados difirieron de otras investigaciones enfocadas en
el género de hongos Septoria, especificamente de S. birgitae sobre el cultivo de
lechuga (Lactuca sativa), donde se observé la aparicion de sintomas a
concentraciones menores (1x10% conidios/ml) (Lohmeier et al., 2013). En segunda
instancia, se corrobord que concentraciones crecientes de indculo proveniente de
Septoria convolvuli generan un aumento en el dafio sobre las hojas de C. arvensis,
como ocurre con la mayor parte de los hongos necrotrofos. El dafio manifestado en
forma de manchas foliares que afectan la capacidad fotosintética de las hojas esta en
concordancia con investigaciones previas sobre una patologia foliar de la correhuela
causada por Phomopsis convolvulus Ormeno-Nuiiez, Reeleder & Watson, A. K. En
dicha investigacion se llevaron a cabo pruebas inoculando plantulas con diferentes
concentraciones de esporas (esporas/ml): 1x10° / 5x10% 1x10® / 5x10°. Los
resultados marcaron que concentraciones inferiores a 1x10° esporas/ml no causaron
mortalidad de todos los brotes de las plantulas. A concentraciones de inéculo
intermedias (1x10° esporas/ml) la mayoria de las plantulas murieron, pero los brotes
volvieron a crecer a partir de yemas axilares cotiledonares; sin embargo, el rebrote no
fue vigoroso. A niveles de indculo iguales o superiores a 5x108 esporas/ml se observé
una necrosis completa del follaje sin posibilidad de rebrote. Asimismo, se verificé que
el aumento de la concentracion de indculo resulté en una disminucién en el peso seco
del follaje. Por lo tanto, estos resultados confirman que un aumento en la
concentracion de inoculo se correlaciona directamente con una manifestacion mas
severa de sintomas y enfermedad en las plantas (Ormeno-Nuiiez et al., 1988). A
pesar de esta consistencia, los niveles de dafio observados provocados por S.
convolvuli fueron mucho menores.

De acuerdo con los resultados de esta tesis, Septoria convoluli requiere un largo
periodo de humedad para infectar a plantas de C. arvensis. A pesar de no haber
encontrado diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, posiblemente
dados los bajos valores de intensidad de la enfermedad, sélo se observaron sintomas
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provocados por el patbgeno con un minimo de exposicién de cinco dias con una
humedad del 100% de saturacién para causar infeccién. Esto confirma observaciones
preliminares en las cuales inoculaciones a periodos de humedad de 48 h resultaron
insuficientes para favorecer la enfermedad (Sastre Hughes, com. pers.) En relacion
con estos hallazgos, es relevante sefialar que un ensayo realizado por Reeleder
(1994), examino los factores que inciden en la infeccion de Septoria oenotherae en
onagra (Oenothera biennis), arrojando conclusiones diferentes. Reeleder (1994)
probo intervalos de humedad de 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h, notando lesiones foliares
con el minimo de tiempo, sin embargo, concluyé que la gravedad de la enfermedad
esta directamente relacionada con periodos prolongados de humedad en la superficie
de las hojas post-inoculacién, con incubacién a temperaturas entre 20 y 24 °C
(Reeleder, 1994).

Finalmente, los resultados obtenidos del ensayo respecto al factor temperatura
revelaron una clara tendencia que sugiere que el patdgeno presenta una mayor
intensidad de sintomas en el rango de 20-25 °C. Estas observaciones coinciden con
estudios anteriores realizados en lechuga con Septoria birgitae, los cuales
demostraron su capacidad para infectar plantas a temperaturas que oscilan entre
10°Cy 30 °C, con un 6ptimo observado entre 20°C y 30 °C (Lohmeier et al., 2013).

Segun los resultados de los experimentos realizados, Septoria convoluli no ha
demostrado niveles de agresividad relativamente considerables sobre la correhuela
gue sugieran un dafo significativo, al no haberse observado una cantidad de hojas
mayoritarias con sintomas y aiin menos la muerte de la planta. En ensayos anteriores,
se observo que S. convolvuli produjo 60% de hojas con sintomas y 17% de defoliacién
sobre correhuela (Sastre Hughes, 2023) habiendo utilizado la misma cepa. Estos
niveles no se pudieron obtener en los experimentos realizados en este trabajo. Una
posibilidad es que otros factores, que deberian ser estudiados a futuro, hayan
afectado la agresividad del hongo sobre la planta. Por ejemplo, ademas de la
concentracion de indculo, algunos hallazgos respaldan que los hongos patdgenos
pueden perder su patogenicidad y/o virulencia después de periodos prolongados de
cultivo en medios artificiales o repetidos sub-cultivos (Naiki y Cook, 1983; Chang et
al., 2020; Breen et al., 2022). Asimismo, la poblacién de correhuela empleada podria
presentar una menor vulnerabilidad. La edad de la planta también es un factor a tener
en cuenta, un estudio sobre plantas de Taraxacum officinale inoculadas con Phoma

herbarum ha demostrado que las plantas mas jévenes fueron significativamente mas
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susceptibles que plantas de mas semanas de edad (Neumann y Boland, 2002). Otro
ensayo utilizando Phomopsis convolvulus sobre Convolvulus arvensis demostro
resultados similares: las plantas en estadios mas tempranos resultaron mas dafadas
(Morin et al., 1989). Seria necesario también evaluar estos factores a futuro para

verificar su influencia en el dafio de la enfermedad sobre correhuela.
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Conclusién

Los importantes problemas ambientales y sociales de la agricultura moderna
sefalan la necesidad de lograr un cambio hacia sistemas mas sustentables por lo
gue, en este trabajo, nos sumergimos en el desafio de abordar la problematica de las
malezas enfocandonos especificamente en el desarrollo y la aplicacién del control
biolégico como estrategia de manejo. Septoria convolvuli es un hongo que causa
manchas foliares capaces de reducir el area fotosintéticamente activa de Convolvulus
arvensis. De acuerdo a la hipétesis planteada en este trabajo se puede concluir que
el hongo no produce enfermedad a bajas concentraciones de inéculo, sino mas bien
intermedias a altas. Tampoco en un rango amplio de condiciones ambientales, ya que
el periodo de tiempo de humedad relativa al 100% fue prolongado, y el rango de
temperaturas, de acuerdo a los niveles testeados fue amplio, sin embargo, fue
preferentemente intermedias a altas (20-25 °C). Esta informacion sirve de base para
continuar dilucidando este patosistema y asi establecer si es factible o no incorporarlo

como ACB en un manejo integrado de correhuela.
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