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Resumen

Los bioplaguicidas son una alternativa ecolégica al uso de productos fitosanitarios
convencionales, los cuales son utilizados en la agricultura organica (AO), Manejo Integrado
de Plagas (MIP) y agricultura convencional. Los bioplaguicidas presentan altas tasas de
degradacion y menores efectos negativos en la salud humana, en comparacién con los
plaguicidas convencionales. El documento de tesis se presenta en dos principales capitul os, €l
primero incluye una revision sobre e comportamiento de los bioplaguicidas en el suelo, con
énfasis en los procesos de adsorcién y degradacion en el suelo, los efectos de los
bioplaguicidas sobre la comunidad microbiana del suelo, y los métodos analiticos para su
extraccion y cuantificacion. La técnica QUEChERS permite realizar extracciones exitosas de
bioplaguicidas en suelo en un mayor nimero de bioplaguicidas y en un rango amplio de
concentraciones que métodos convencionales como Soxhlet y extraccion solido liquido
(SLE). Por su parte en la deteccion y cuantificacion se deben combinar métodos
espectroscopicos y cromatograficos gue permiten una determinacion rapiday precisa. Se ha
encontrado gque, en presencia de arcillasy materia organica, agunas piretrinasy nicotinas son
fuertementeretenidas en el suelo, y que B. thuringiensis, spinosad, rotenonatienen vidamedia
en intervalos de 1 — 40 dias en condiciones ambientales. El segundo capitulo presenta la
investigacion sobre el uso de dos extractos acuosos de plantas nativas de la peninsula de
Y ucatan, con propiedades aelopaticas. Metopium brownei (chechén) y Viguiera dentata
(tajonal), aplicados solos, combinados entre si y combinados con dosis bagjas de atrazina
(herbicida sintético). El objetivo general era determinar a través de bioensayos in vitro y de
campo su eficiencia para € control de la maleza de la region. En la primera parte del
experimento, los tratamientos de MB, MB y VD combinado y VD combinado con atrazina
fueron los més eficaces en € control de arvense, alos 90 dias de la primera aplicaciéon. En la
segunda parte del experimento |os tratamientos de MB y VD combinados y VD combinado
con atrazina presentaron un control cercano a 50% sobre laarvense, alos44 d. Los herbicidas
botani cos combinados entre si y con atrazina tuvieron un control de 50.0% sobre lamalezaa
los44 d.

Palabr as clave: Herbicida botanico, bioplaguicida, maleza
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Abstract

Biopesticides are an ecological aternative to the use of conventional phytosanitary products,
which are used in organic agriculture (OA), Integrated Pest Management (IPM) and
conventional agriculture. Biopesticides have high degradation rates and fewer negative effects
on human health, compared to conventional pesticides. The thesis document is presented in
two main chapters, thefirst includes areview on the behavior of biopesticidesin the soil, with
emphasis on the adsorption and degradation processes in the soil, the effects of biopesticides
on the soil microbial community and the analytical methods for its extraction and
quantification. The QUEChERS technique allows successful extraction of biopesticidesin soil
in a greater number of biopesticides and in a wide range of concentrations than conventional
methods such as Soxhlet and solid liquid extraction (SLE). On the other hand, in the detection
and quantification, spectroscopic and chromatographic methods must be combined that allow
afast and precise determination. It has been found that, in the presence of clays and organic
matter, some pyrethrins and nicotines are strongly retained in the soil, and that B.
thuringiensis, spinosad, rotenone have half-lives in ranges of 1-40 days under ambient
conditions. The second chapter presents the research on the use of two aqueous extracts of
native plants of the Yucatan peninsula, with allelopathic properties. Metopium brownel
(chechén) and Viguiera dentata (tgjonal), applied aone, combined with each other and
combined with low doses of atrazine (synthetic herbicide). The genera objective was to
determine its efficiency for the control of weeds in the region through in vitro and field
bioassays. In the first part of the experiment, the MB, MB and RV combined treatments and
RV combined with atrazine were the most effective in controlling weeds, 90 days after the
first application. In the second part of the experiment, the combined MB and RV treatments
and the combined RV with atrazine showed a control close to 50% on the weed, at 44 d. The
botanical herbicides combined with each other and with atrazine had a 50.0% control over the
weed at 44 d.

Keywords. Botanical herbicide, biopesticide, weed
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1. Introduccién

Un plaguicida de sintesis quimica es un compuesto que ha sido disefiado para € control de
plagas, en la agricultura convencional es una herramienta que contribuye a obtener un
rendimiento 6ptimo de la cosecha. Los plaguicidas se comercializan en formaliquida, gaso
en estado sdlido, por 1o que su aplicaci 6n puede realizarse con avioneta, bombas de aspersion
y en el agua de riego. Una vez aplicado, parte del plaguicida esta expuesto a procesos
naturales de transformacion como volatilizacion, escurrimiento y/o filtracion que le
permitirian alcanzar cuerpos de agua superficiales y subterraneas (van der Werf, 1996).
Segin Mahmood et al. (2015) a ser altamente solubles, pueden vigjar a través del agua
subterranea, arroyos, rios y lagos, llegando a causar dafios a especies no objetivas; dicha
situacion, segun Naeem et al. (2018) plantea serias amenazas para la produccion agricola
sostenible a nivel global. Otro problema sobre el uso excesivo de los plaguicidas, segin
exponen Hussain et al. (2009), es que debido a sus caracteristicas xenobidticas se pudiera
impedir la proliferacion de algunas microorganismos benéficos del suelo, como son los

fijadores de nitrégeno, y los solubilizadores de fosforo.

Una alternativa parala disminucién del uso de plaguicidas, y por o tanto mermar sus efectos
negativos sobre el ambiente, es el uso de extractos botanicos preparados a partir de plantas
con propiedades a elopéticas. La al elopatia es un proceso bioldgico por el cua un organismo
produce compuestos quimicos que no son necesarios para su metabolismo pero que pueden
influir en la germinacién, crecimiento, supervivencia y reproduccién de otros organismos
presentes en la misma comunidad (Yunes, 2019). Las sustancias alelopéticas tienen
propiedades que pudiera funcionar como reguladoras del crecimiento, herbicida, insecticida,
y compuestos antimicrobianos Utiles en laproteccion de los cultivos (Cheng y Cheng, 2015).

Existen varios informes sobre el efecto de las propiedades alelopéticas de los extractos
botanicos para e control de lamaleza, se han realizado tanto ensayos in vitro como pruebas
de campo en que se ha comprobado su efectividad (Blanco, 2006). Por ejemplo, Golubinova
e llieva (2014) evaluaron in vitro el efecto alelopético de la biomasa aérea seca de tres
especies identificadas como maleza (Sorghum halepense, Convolvulus arvensis y Cirsium
arvense) sobre lagerminacion y el crecimiento de plantulas de chicharo (Pisum sativum), los



resultados mostraron que | os extractos de mal eza disminuyeron el porcentgje de germinacion,
el brote y la longitud de la raiz de la semilla. Por otro lado, Mekky et al. (2019), en
experimentos reaizados en campo, encontraron que los extractos de abahaca (Ocimum
basilicum) preparados con agua destilada fueron efectivos contra la maleza de hojaanchay
de gramineas, con un control en el rango de 97.0 - 99.0% de la maleza, equivalente d efecto
obtenido al aplicar € herbicida glufosinato de amonio. En este mismo sentido, Razzaq et al.
(2012) consiguieron reducir en 70.0% de la dosis convencional de los herbicidas quimicos
mesosulfuron y diosulfuron al incluir extractos alel opéticos acuosos de sorgo y girasol, con
control de 90% de la maleza en un cultivo detrigo.

Con fundamento en lo anterior se puede decir que es de suma importancia estudiar a las
plantas que posean propiedades alelopéticas para su uso como plaguicidas en este caso
herbicidas de origen natural, con la intencion de aportar conocimiento que permita integrar
herramientas parael desarrollo delaagriculturasostenible. Ademas, a ser preparadosa partir
de extractos botanicos, |os herbicidas son mas econémicos y menos dafinos para e medio
ambiente. El objetivo general de la tesis fue dar continuidad a la evaluacion a través de
bioensayos in vitro y pruebas de campo, de los efectos fitotoxicos de chechén (Metopium
brownel) y tgjona (Viguiera dentatata) dos especies con propiedades alelopaticas
comprobadas.



2. Antecedentes
Los plaguicidas son sustancias que se utilizan para proteger alos seres humanos contra los
insectos vectores de patégenos que causan enfermedades, para proteccién de los cultivos de

malezas y del ganado de enfermedades y depredaciones por hongos, insectos, acaros y
roedores (Freedman, 1995).

Los plaguicidas se han asociado con problemas de salud y ambientales que en algunos caso
ha provocado la prohibicion de su uso. La exposicion a plaguicidas puede ser por contacto
con lapid, ingestién o inhal acidn. Los numerosos efectos negativos parala salud que se han
asociado con los plaguicidas incluyen: efectos dermatoldgicos, gastrointestinales,
neurol6gicos, carcindgenos, respiratorios, reproductivos y endocrinos (Nicolopoulou-
Stamati et al., 2016).

Con lallegada de la industrializacion se descubrieron y desarrollaron compuestos quimicos
gue fueron elaborados de manera sintética, por ejemplo: el dicloro difenil tricloroetano
(DDT) que es un insecticida que se aplicd en € siglo XX a insectos vectores (insectos
causantes de infecciones como malaria, fiebre amarillay tifus) (Bertomeu-Sanchez, 2019).
Segun lalUPAC en el peridodo de 1970 a1980 se introdujeron un gran nimero de herbicidas
entrelos que destacan: glifosato, atrazinay 2-4-D. Con el paso del tiempo y con el apoyo del
conocimiento tecnoldgico y cientifico, € uso de dichos plaguicidas se asocié con efectos

negativos sobre lasalud y el ambiente.

LaOrganizacion Mundial delaSalud (OMS, 1990) indico6 que entre los problemas generados
por €l uso inadecuado de |os plaguicidas se encuentran la intoxicacion masiva por consumo
de alimentos contaminados, accidentes quimicos en la industria y la exposicién directa.
Ademas, de acuerdo con Gavrilescu (2005) durante sus procesos de degradacion los
plaguicidas pueden generar compuestos secundarios toxicos que se movilizan en las
diferentes matrices ambientales. Existen casos en que se ha observado que algunos
plaguicidas son persistentes, permaneciendo en el suelo y los sedimentos facilitandose su

ingreso a la cadena tréfica y/o su filtracion hasta los cuerpos de agua subterraneos.



En una recapitulacion de trabajos consultados por Hawkins et al. (2019) se menciona que
varios plaguicidas sintéticos pueden generar resistencia en patdgenos, maleza e insectos, lo

gue disminuye su efectividad y provoca un incremento en lafrecuenciasy las dosis aplicadas.

En México, en € Diario Oficial de la Federacion (DOF, 2014) no se manegja un Unico
concepto para identificar a lo que es un bioplaguicida; sino que, se presenta una serie de
definiciones de varias sustancias que englobarian a los distintos tipos de bioplaguicidas
existentes: (1) Plaguicida bioquimico, producto elaborado a partir de sustancias que existen
de forma natural o que son sintéticos derivados de las primeras y que tienen un modo de
accion no toxico que contribuye en el control de plagas; (11) Plaguicida botanico, producto
elaborado de sustancias extraidas de plantas, o de metabolitos derivados de sus extractos y
gue es usado parafines de control de unao mas plagas; (111) Plaguicidamicrobiano, producto
hecho con microorganismos (bacterias, virus, hongos, levaduras, nematodos o protozoarios)

usado con fines de control de plagas.

Es un hecho demostrado que algunos bioplaguicidas causan efectos menos dafinos al medio
ambiente que sus aternativas de sintess quimica; principamente, porque su tasa de
degradacion es més rapida. Bioplaguicidas como spinosad, rotenona y azadirectina pueden
tener vidas medias (DTso) en condiciones de campo que oscilan de 1 — 20 d (Cavoski et al .,
2007; Cleveland et al., 2002; Stark y Walter, 1995).

No obstante la necesidad y el auge por el desarrollo y uso de los bioplaguicidas, es escasa a
nivel comercial, debido a que son pocos productos los gque tienen éxito en las pruebas de
registro en sus respectivos paisesy por |o tanto la cantidad de estos que a canza un desarrollo
comercial es minimo (Roman, 2016; Ash, 2010; Isman, 2006; Kremer, 2005). Al respecto,
Bailey y Falk (2011) mencionan que de todos los potenciales nuevos bioherbicidas que se
tiene conoci miento a través de publicaciones cientificas Unicamente se comercializa el 8.1%.
Isman (2006) sefiala que los cinco bioplaguicidas con mayor éxito comercial son los
desarrollados a partir de extractos de plantas como son los bioplaguicidas de piretro,
rotenona, azadirectina, aceites esenciales y de Bacillus thuringiensis, y de uso limitado se

encuentran aquellos en que se emplea ryania, nicotinay sabadilla.



En el aspecto de posicionamiento en ventas, Marrone (2014) indico que los bioplaguicidas
representan € 5.3% de los ingresos globales del mercado de plaguicidas, y se espera que la

comercializacion de bioplaguicidas para 2023 alcance los 6.4 millones de dolares.

La demanda y produccion general de bioplaguicidas se ha incrementado a nivel mundial.
Actualmente en nuestro pais la iniciativa privada y el gobierno suman esfuerzos para
establecer nuevos bioproductos. La Secretaria de Agriculturay Desarrollo Rural (SADER)
en reunion con 150 representantes de productoras de bioinsumos (bioplaguicidas y
biofertilizantes) en e Encuentro Naciona de Productores de Bioinsumos, Agroecologia y
Agricultura Campesina realizado en diciembre de 2019 presentd su intencion de establecer
comunicaciones asertivas entre instituciones de ciencia e investigacion y productores de
bioinsumos para que el proceso de investigacion y la obtencion del producto final vayan de

|a mano.

En este sentido en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto Tecnoldgico de
China se ha realizado una investigacion sobre extractos boténicos de Metopium brownel
(chechén) y Viguiera dentata (tajonal). Los estudios realizados por €l equipo de trabajo han
demostrado que estos dos extractos acuosos obtenidos de las hojas de chechén y tajonal
tienen diversidad de metabolitos secundarios de naturaleza aeloquimica y que son
potencial es herbicidas boténicos, este efecto ya ha sido evaluado en condiciones in vitro en
plantas de rabano (Raphanus sativus) y lechuga (Lactuca sativa). De la misma forma
recientemente se han elaborado ensayos en campo para probar €l uso potencial de los

extractos a base de chechén y tajonal .

El conocimiento de la aelopatia no es nuevo, 10s primeros escritos datan de hace més de dos
mil afos; en la antigua Grecia se citan e emplos sobre el uso de la alelopatia en cultivos de
donde se pueden identificar frases como: "plantas que roban nutrientes al suelo”, "plantas
que enferman el suelo" o “plantas que suprimen a otras plantas” (Willis, 2007). Bertomeu-
Sanchez (2019) indica que, con anterioridad al uso comercial masivo de los plaguicidas de
sintesis quimica, los compuestos que se utilizaban parael control de plagas incluian mezclas
de algunos minerales con extractos de plantas como el tabaco, laflor de crisantemo o laraiz

de derris (Derris eliptica). Por consiguiente la presente investigacion tiene la intencion de



contribuir a la generacion de conocimiento sobre € uso de la flora local para generar
herramientas parael manejo de arvenses en la Agricultura Organica (AO), Manegjo Integrado
de plagas (MIP) y agricultura convencional viables que permitan reducir € uso de herbicidas

de sintesis quimica y con ellos disminuir el efecto negativo que estos causan al medio
ambiente y salud humana.



3. Justificacion

Las plantas con potencia alelopético através de |os metabolitos secundarios pueden ofrecer
nuevos model os de herbicidas natural es, especificos y menos dafiinos que |os herbicidas de
sintesis sintética (Macias, 1994). Se ha documentado € potencial alelopatico de material
vegetal como hojas, polvos de semilllas y extractos acuosos de plantas en la supresion de
algunas malezas, obteniendo una ata inhibicion de maleza cuando se aumento las dosis de
material vegetal en |os respectivos experimentos, in vitro (El-Rokiek et al., 2019; El-Rokiek
et al., 2015; Ayeni y Kayode, 2014). Sin embargo, |0s casos de experimentos de plantas con
potencial alelopatico en cultivo en condiciones campo que consideren las condiciones
climaticas que obstaculizan la eficacia de la alelopatia. Cordeau et al. (2016) mencionaron
gue hasta el afo 2016, a nivel mundial, se reportaban 13 bioherbicidas disponibles en el
mercado, indicado del menor éxito comercial de los bioplaguicidas y el menor nimero de

investigaciones en el tema.

Se ha reportado el uso de plantas de familias de la especie de V. dentata (Asteréceae) con
efectosinhibitoriosen arvense (Majeed y Muhammad, 2018; Benvenuti et al., 2017). El arbol
de M. brownei tiene un uso potencia como bioinsecticiday bioherbicida (Anayaet al., 1999).
Por |o anterior, resulta de interés eval uar en condiciones de campo sin cultivo y con un cultivo
el efecto fitotoxico de extractos acuosos de M. Brownei y V. dentata, dos especies con

caracteristicas al el opaticas, ampliamente distribuidas en la Peninsula de Y ucatan.



4. Hipoétesis

Los metabolitos secundarios de los extractos a base de de Metopium brownel, y de
Viguiera dentata modifican su concentracién en condiciones controladas a las 72
horas después de su elaboracion.

El crecimiento de las arvenses en condiciones de campo es modificado por los
herbi cidas botanicos a base deMetopium brownel, y de Viguiera dentata.

Los herbicidas botanicos a base de Metopium brownei, y de Viguiera dentataen
comparacion con el herbicida de origen sintético (atrazina) surte mejor efecto
inhibidor en condiciones de campo sobre la arvenses.

En condiciones controladas € crecimiento de un cultivo de maiz (Zea mays) es
afectado en su rendimiento por |os herbi cidas botani cos a base de Metopium brownei,
y de Viguiera dentata

Los herbicidas botani cos a base de Metopium brownei, y de Viguiera dentata alteran

el rendimiento de un cultivo de maiz (Zea mays) en condiciones de campo.



5. Objetivos
5.1. Objetivo general del capitulo 1

Recolectar informacion sobre el comportamiento de los bioplagucidas en el suelo,
con énfasis en su adsorcion, degradacién, efectos en los microorganismos, y en los

métodos analiticos utilizados para su extraccién, y su cuantificacion suelo.

5.2. Objetivos especificos del capitulo 1

Identificar la vida media, adsorcion y efectos en los microorganismos de los
bioplaguicidas cuando son aplicados en condiciones controladas y en campo.
Identificar los métodos analiticos para extraer y cuantificar los bioplaguicidas en €

suelo.

5.3. Objetivo general del capitulo 2

Determinar |os efectos fitotdxicos de dos herbicidas botanicos preparados a partir de
extractos acuosos de Metopium brownei, y de Viguiera dentata en bioensayos de
laboratorios y pruebas de campo, y comparar su funcionamiento con un herbicida de

origen sintético atrazina.

5.4. Objetivos especificos del capitulo 2

Comparar en condiciones controladas la diferencia en las concentraciones de los
metabolitos secundarios alas 72 h de aimacenamiento de dos herbicidas botanicos
elaborados a partir de extractos de Metopium Brownel, y Viguiera dentata
Determinar €l efecto inhibitorio de dos herbicidas botani cos de Metopium brownei, y
Viguiera dentata sobre arvenses en condiciones de campo.

Evaluar el efecto de dos herbicidas botanicos Metopium brownel, y Viguiera dentata
sobre el crecimiento de maiz (Zea mays) en bioensayosin vitro.

Calcular € rendimiento de dos herbi cidas botani cos de Metopiumbrownei, y Viguiera

dentata sobre un cultivo de maiz (Zea mays) en condiciones de campo.



6. Literatura citada

AnayaA.L., MataR., Rivero-Cruz F., Hernandez-BautistaB.E., Chavez-Velasco D., Gomez-
Pompa A. (1999) Allelochemical Potential of Metopium brownei. Journa of
Chemical Ecology 25:141-156.

Ayeni M., Kayode J. (2014) Laboratory Studies on the Effects of Aqueous Extracts from
Sorghum bicolor Stem and Zea mays (Roots and Tassel) on the Germination and
Seedling Growth of Okra (Abelmoschus esculentuslL.). Advances in Agriculture
2014:1-6.

Bailey K.L., Falk S. (2011) Turning Research on Microbial Bioherbicidesinto Commercial
Products - A Phoma Story. Pest Technology 5:73-79.

Benvenuti S., Cioni P.L., Hamini G., Pardoss A. (2017) Weedsfor weed control: Asteraceae
essential oils as natural herbicides. Weed Research 57:342-353.

Bertomeu-Sanchez J.R. (2019) Introduction. Pesticides: Past and Present . Journal of History
of Science and Technology 13:1-27.

Cavoski 1., Caboni P., Sarais G., Cabras P., Miano T. (2007) Photodegradation of rotenone
in soils under environmental conditions. Journal of Agricultural and Food Chemistry
55:7069-74.

Cleveland C.B., Bormett G.A., Saunders D.G., Powers F.L., McGibbon A.S., Reeves G.L.,
Rutherford L., Balcer J.L. (2002) Environmental fate of spinosad. 1. Dissipation and
degradation in agueous systems. Journal of Agricultural and Food Chemistry
50:3244-56.

Cordeau S, Triolet M., Wayman S., Steinberg C., Guillemin J.-P. (2016) Bioherbicides:
Dead in the water? A review of the existing products for integrated weed
management. Crop Protection 87:44-49.

Cheng F., Cheng Z. (2015) Research Progress on the use of Plant Allelopathy in Agriculture
and the Physiological and Ecological Mechanisms of Allelopathy. Frontiersin Plant
Science 6:1020-1020.

Decreto por el que se reforman, adicionany derrogan diversas disposiciones del Reglamento

en Materia de Registros, Autorizaciones de Importancion y Exportaciéon y

10



Certificados de Exportacién de Plaguicidas, Nutrientes Vegetales y Sustancias y
Materiales Peligrosos. Diario Oficial de la Federacion. 13 de febrero de 2014.
El-Rokiek K., EI-Din SA.S., Messiha N., Sharara F. (2015) Effect of Guava Leaf Residue
on Broad and Narrow Leaved Weeds Associated Wheat Plants. International Journal

of Agricultural Research 9:356-363.

El-Rokiek K.G., EI-Din SA.S, El-Wakeel M.A., EI-Awadi M.E.-S., Dawood M.G. (2019)
Allelopathic potential of the pea seed powder as natural herbicide for controlling
weeds infested whest plants. Bulletin of the National Research Centre 43:193.

Freedman B. (1995) Pesticides, Environmental Ecology (Second Edition), San Diego
Academic Press; pp. 213-277.

Gavrilescu M. (2005) Fate of Pesticides in the Environment and its Bioremediation.
Engineering in Life Sciences 5:497-526.

Golubinoval., llieva A. (2014) Allelopathic effects of water extracts of Sorghum halepense
(L.) Pers., Convolvulus arvensis L. and Cirsum arvense Scop. on early seedling
growth of some leguminous crops. Pesticidi i fitomedicina 29:35-43.

Hawkins N.J., Bass C., Dixon A., Neve P. (2019) The evolutionary origins of pesticide
resistance. Biological Reviews 94:135-155.

Hussain S, Siddique T., Saleem M., Arshad M., Khalid A. (2009) Chapter 5 Impact of
Pesticides on Soil Microbial Diversity, Enzymes, and Biochemical Reactions,
Advancesin Agronomy, Academic Press. pp. 159-200.

Isman M. (2006) Botanical Insecticides, Deterrents, And Repellents In Modern Agriculture
And An Increasingly Regulated World. Annual review of entomology 51:45-66.

Isman M.B., Machial C.M. (2006) Chapter 2. Pesticides based on plant essential oils. from
traditional practice to commercialization, en: M. Rai and M. C. Carpinella (Eds.),
Advances in Phytomedicine, Elsevier. pp. 29-44.

Kremer R. (2005) The Role of Bioherbicides in Weed Management. Biopesticides
International 1:127-141.

Macias F.A. (1994) Allelopathy in the Search for Natural Herbicide Models,
Allelopathy,New Y ork.American Chemical Society; pp 310-329.

11



Mahmood 1., Imadi S., Shazadi K., Gul A., Hakeem K. (2015) Effects of Pesticides on
Environment, Plant, Soil and Microbes: Vol. 1 Implicationsin Crop Science, Springer
Internationa. pp. 254-266.

Majeed A., Muhammad Z. (2018) Allelopathic Effects of two Asteraceae Weeds (Artemisia
annua and Taraxicum officinalis) on Germination of Maize and Wheat. PSM
Biological Research 3:44-47.

Marrone P.G. (2014) The Market and Potential for Biopesticides, Biopesticides. State of the
Art and Future Opportunities,New Y ork. American Chemical Society; pp 245-258.

Mekky M.S,, Hassanien A.M.A., Kamel E.M., Ismail A.E.A. (2019) Allelopathic effect of
Ocimum basilicum L. extracts on weeds and some crops and its possible use as new
crude bio-herbicide. Annals of Agricultural Sciences 64:211-221.

Naeem M., Cheema Z.A., lhsan M.Z., Hussain Y., Mazari A., Abbas H.T. (2018)
Allelopathic Effects of Different Plant Water Extracts on Yield and Weeds of Wheat.
Planta Daninha 36: 1-6

Nicolopoulou-Stamati P., Maipas S., Kotampas C., Stamatis P., Hens L. (2016) Chemical
Pesticides and Human Health: The Urgent Need for a New Concept in Agriculture.
Frontiersin public health 4:148-148.

OMS. (Organizacion Mundia delaSalud y Programa de las Naciones Unidas parael Medio
Ambiente). (1990). (Public heath impact of pesticides used in agricultura).
Recuperado de https.//apps.who.int/iris/handle/10665/39772.

Razzag A., Cheema Z.A., Jabran K., Hussain M., Farooq M., Zafar M. (2012) Reduced
herbi cide doses used together with allel opathi c sorghum and sunflower water extracts
for weed control in wheat. Journal of Plant Protection Research 52:281-285.

Roman P. (2016) History, presence and perspective of using plant extracts as commercial
botanical insecticides and farm products for protection against insects — a review.
Plant Protection Science 52:229-241.

SADER. (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural) .(2019). (Colaboracion
intersecretarial  para impulsar la produccién, comercializacion y uso de

bioinsumos).Recuperado de https.//www.gob.mx/agricul tura/prensa/col aboracion-

12



Intersecretaria -para-impul sar-la-produccion-comercializaci on-y-uso-de-
bioinsumos-229772.

Stark J.D., Walter J.F. (1995) Persistence of Azadirachtin A and B in soil: Effects of
temperature and microbial activity. Journal of Environmental Science and Health,
Part B 30:685-698.

van der Werf H.M.G. (1996) Assessing the impact of pesticides on the environment.
Agriculture, Ecosystems & Environment 60:81-96.

WillisR.J. (2007). The History of Allelopathy.New Y ork. Springer-Verlag:13-16.

Yunes J.S. (2019). Chapter 22 - Cyanobacterial Toxins, in: A. K. Mishra, D. N. Tiwari, A.
N. Rai.eds.Cyanobacteria. Academic Press; pp 443-458.

13



7. Capitulo 1: Comportamiento de los bioplaguicidas en €l suelo,

extraccion y cuantificacion

7.1. Resumen

Una alternativa mas ecologica al uso de plaguicidas de sintesis quimica son |os
bioplaguicidas (BP) que pueden estar elaborados a partir de virus entomopatdgenos,
bacterias, hongos, nematodos y metabolitos secundarios. Dentro de las caracteristicas més
importantes de los BP destaca su tasa de degradacion que es mas rdpida que la de los
plaguicidas sintéticos, ademas, diversos informes mencionan que los BP, a ser compuestos
de origen natural, no pueden causar efectos negativos en la salud, ni dafio al ambiente.
Aunque también, se ha encontrado que, en presencia de arcillas y materia organica, algunas
piretrinas y nicotinas son fuertemente retenidas en el suelo, y que B. thuringiensis, spinosad,
rotenona tiene vidas medias en intervalos de 1 — 40 d en condiciones ambientales. Por otro
lado, larotenona, un compuesto natural obtenido delas plantas del genero derris puede causar
dafios en el sistema nervioso y Bacilus thuringiensis que es aplicado como bioinsecticida
generaresistenciaen algunosinsectos, azadirectinay spinosad pueden tener efectos adversos
en los microorganismos del suelo a aplicarlo en dosis superiores a las recomendadas.
Considerando lo anterior es necesario identificar métodos analiticos que permitan estudiar la
presencia, factores que determinan su adsorcion y el tiempo de degradacion de los BP en €l

suelo.

Palabras Clave: Plaguicidas, sorcion, degradacion, cromatografia, microorganismos.
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7.2. Introduccion

Una de las tendencias actuales en los Estados Unidos, India, Canad4, y la Unién Europea es
la reduccién del uso de plaguicidas de origen sintético. Segun Chandler et al. (2011) esta
tendencia se debe a tres razones. 1) causan deterioro en la salud humana y problemas
ambientales; 1) nuevas |egislaciones emergentes que busca disminuir el uso de plaguicidas;

[11) resistencia que han adquirido algunas plagas por €l abuso en & uso de dichos productos.

Los bioplaguicidas (BP) son definidos como agentes parael control de plagas que se obtienen
partir de un microorganismo vivo o un producto natural, y que son producidos y vendidos de
forma masiva (Chandler et al., 2011). Més recientemente Seiber et al. (2014) definieron a
los BP como productos quimicos naturales, con baja toxicidad y con baja persistencia en €l

ambiente.

Dentro del material utilizado parala fabricacion de BP, los metabolitos secundarios han ido
aumentando en importancia, debido a que representan una aternativas a los plaguicidas de
origen sintéticos a considerarseles con menor riesgo de afectacion a los agroecosi stemas,
son desarrollados para atacar a objetivos especificos, de bgjo costo y se han ido adoptando
como componentes de diversos programas de control de plagas (Sengottayan, 2015) como
en el Mangjo Integrado de Plagas (MIP) y la Agricultura Orgénica (AO) y se presentan como

una opcién menos dafina para el medio ambiente.

La Comision del Codex Alimentarius (CAC, 2019), que es un organismo subsidiario de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agriculturay la Alimentacion (FAO) y de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), considera que los BP son compuestos de riesgo
minimo es decir que tienen poca probabilidad de que causen efectos negativos en lasalud y
el medio ambiente. En contraste, algunos investigadores como Spyrou et al. (2009) y
Rousidou et al., (2011) indicaron que esta idea no es producto de investigaciones
especializadasy se basa Uinicamente en un sustento tedrico debido a su origen natural . Siendo
este también uno de los motivos por o cual la mayoria de los estudios sobre plaguicidas se
centran en aquellos de origen sintéticos y se han dejado de lado |os posibles consecuencias

negativas del uso de BP.
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Algunos BP como la rotenona produce degeneracion en las neuronas dopaminérgicas y
alteraciones psicomotoras como la de la enfermedad de Parkinson; por otro lado Bacillus
thuringiensis ha mostrado en algunos casos tener efectos adversos con el desarrollo de
resistencia del gusano elotero (Helicoverpa zea) estudiada por Tabashnik et al. (2008) en
plantas modificadas genéticamente.

El suelo es el compartimento ambiental que esta directamente expuesto alas aplicaciones de
BP. El destino ambiental de los BP en esta matriz se vera afectadas por las condiciones de
luz, temperatura, profundidad, pH, y microorganismos presentes (Cavoski et al., 2008;
Cavoski et al., 2007) siendo la adsorcion el principal proceso de retencion de los BP en €l
suelo, lo cual influye sobre |os efectos biol 6gicos que pudieran causar, las transformaciones,
y €l movimiento permitiendo el contacto con aguas subterraneasy superficiales, atmosferao
plantas en crecimiento. ES por eso que tanto su vigilancia como la deteccion de los BP

presentes en € suelo son de suma importancia (Plaza-Bolanos et al., 2012).

El identificar, extraer y cuantificar alos BP con éxito dentro de matrices compleas, como €
suelo, representa realmente un gran desafio analitico (Rodrigues et al., 2016). Debido a que
contienen diversidad de componentes que pueden interactuar con el analito de interés. Entre
los procedimientos analiticos que se han utilizado para la extracciéon con éxito de los BP
presentes en € suelo se pueden mencionar el método conocido popularmente como
QUEChERS, del inglés (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe). En el caso de la
cuantificacion, se ha reportado a la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) como la més eficiente, mientras que a la
detencion la usada de forma comun es la Espectroscopia de Masas (Tandem Mass
Spectrometry, MSIMS) (Prestes et al., 2012).

El objetivo del presente capitulo fue recabar informacion sobre el comportamiento de los BP
en el suelo, con énfasis en su adsorcion, degradacion, efectos en |os microorganismos, y en

los métodos analiticos utilizados para su extraccion, y su cuantificacién suelo.
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7.3. Definicion de bioplaguicidasy su situacion actual a nivel inter nacional
La Agencia Ambiental parala Proteccién Ambiental de los Estados Unidos, (Evironmental
Protection Agency, EPA) indica que los BP son compuestos quimicos generados de forma
natural, que son biodegradables, y que producen sustancias secundarias contaminantes; estos
productos pueden ser obtenidos de animales, plantas, bacterias y ciertos minerales (fosfato
dipotésico y fosfato de hierro). La clasificacion de los diferentes tipos de BP propuesta por
la EPA esta basada su origen y los divide en tres categorias principales: (1) BP microbianos
gue como ingrediente activo pueden contener uno o varios microorganismos (hongo, virus,
protozoo o alga); (I1) protectores incorporados a las plantas (PIP), que son sustancias
sintetizadas por estas pero que se producen a partir de material genético agregado; (l11)
plaguicidas bioquimicos, sustancias naturales que incluyen los extractos de plantas, acidos

grasos o feromonas que controlan a las plagas mediante mecani Smos no toxicos.

En & Cuadro 1 se enlistan algunos de los bioplaguicidas comercialmente mas conocidos
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Descripcion de las caracteristicas de algunos bioplaguicidas comerciales.

Bioplaguicida Analito deinterés Tipo de BPT Organismo M odo de accion Referencia
objetivo
Spinosad Spinosad A y D PM Insectos y parésitos Interrupcion de los receptores de acetilcolina nicotinicos. Zhao et al. (2007)
B. thuringiensis CrylAb PM I nsectos, Losinsectosingieren los cristales proteicos, €l pH acalino de su Salehi Jouzani et al. (2017)
nematodos, &caros tracto digestivo activa latoxina Cry, la cual seinsertaen el
y garrapatas epitelio del intestino del insecto, provocando la ruptura del
epitelio.
Azadirectina AzadirectinaA y B PBQ Insectosy écaros Actividad antifederante, efecto regulador sobre el crecimientoy Chaudhary et al. (2017)
puede causar de esterilidad en insectos.
Tabaco Nicotina PBQ Pulgones, moscas Toxicidad de contacto e ingestion Cabrera Verdezoto et al.
blancas y trips. (2016)
Piretrinas Piretrinal y 11, cinerina PBQ Insectos Accioén neurotoxica en los insectos a blogquear los canales de Urkude et al. (2019)
'y lIl, jasmolinal y Il sodio en los axones nerviosos.
Rotenona Rotenoides PBQ I nsectos Inhibe la enzima encargada de |as funciones respiratorias de los Othman et al. (2016)
insectos.
Quillaja Saponinas PBQ Nemétodos Desconocido. Spyrou et al. (2009)

TPM: Plaguicida microbiano; PBQ; Plaguicida bioguimico.
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Dentro de los organismos que determinan y controlan el tipo de sustancias permitidas,
incluyendo los BP, en las actividades agropecuarias clasificadas como organicas, a nivel
internacional esta € Ingtituto de Revision de Materiales Organicos (OMRI), en Estados
Unidos, la EPA en coordinacion con € Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(United States Department of Agriculture, USDA) han desarrollado €l Programa Naciond
Organico (NOP, National Organic Program) y a través de este regulan y definen aquellas

sustancias permitidas y prohibidas en la agricultura organica, entre ellos los BP.

Seguin la EPA el desarrollo de los BP es un movimiento en expansion; por gy emplo, entre
1962 y 2018 se registro para Estados Unidos 404 compuestos identificados como BP basados
en el ingrediente activo utilizado para su fabricacion; de entre estos, los BP de origen
bioguimico y microbiano fueron 366 BP (no hacen distincion entre los registros de BP
bioquimicos y microbianos), mientras que aquellos desarrollados a partir de PIP fueron 38

de los cuales cinco cuentan con registro cancelado sin indicarse la razon.

De acuerdo con la informacion recabada por Cordeau et al. (2016) a nivel mundial los
bioherbicidas son los BP que se producen en menor nimero de productos y volumen
contando con Unicamente 10% de la produccion total de BP. En contraste, €l volumen de
produccién de biofungicidas y bioinsecticidas se ha ido en incrementando, siendo Estados
Unidos el mayor productor de estos Ultimos compuestos (Isman, 2006). Las empresas mas
relevantes relacionadas con la comercializacion de BP son Syngenta y Bayer que han
enriquecido su catalog6 de productos a ir adquiriendo empresas y productos ya reconocidos

y aptos parala comercializacién (Marrone, 2014).

En México la dependencia oficial encargada de autorizar €l registro y expedir el certificado
de libre venta de BP es la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIYS). El costo del registro parala comercializacion de productosidentificados como
BP esta en funcion de latoxicidad del producto y pueden variar desde $ 20, 000 hasta $ 80,
000 MXN. Antes de la solicitud del registro de los BP se debe indicar las caracteristicas del
producto, incluyendo su composicion, propiedades fisicas y quimicas, estabilidad y
toxicidad, y el establecimiento de diversos ensayos que deben establecerse de acuerdo a los

lineamientos que emite la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
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(SEMARNAT), asi como la opinion técnica de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo

Rural (SAGARPA) sobre su efectividad biolégicay los limites residuales maximos.
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7.4. Sor cion de bioplaguicidas en € suelo

Cuando se aplican los biolplaguicidas (BP) en campo, uno de los procesos que pueden
ocurrir es la adsorcion, el cual esimportante ya que define las cantidades del BP que queda
retenida en € suelo y las cantidades que queda disponible para ser liberada al ambiente
(Romero-Gonzalez et al ., 2015).

La adsorcion es definida como un proceso a través del cual la acumulacion neta de una
sustancia ocurre en la frontera de dos fases continuas. Este fenébmeno se distingue de la
absorcion que es la formacién de una estructura tridimensional. Cuando |os dos fendmenos
ocurren simultdneamente y cuando se desconoce el mecanismo predominante se le llama
sorcion (Sposito, 1989).

El fenébmeno de la adsorcion se mide através de i sotermas de adsorcion que es definida como
larelacién entre la concentraci dn de contaminante en el estado sorbido y la concentracién en
la fase acuosa, a equilibrio. La forma para describir la adsorcién es a través de isoterma,
siendo lamas comun laisotermalineal que representa que paratodas las concentraciones del
contaminante, siempre habra proporcionalmente la misma concentracion sorbida (Brusseau
y Chorover, 2019)

En experimentos reaizados por Khairy et al., 1990, Saxena et al., 1999, Antonious et al.,
2004 y Hedia y El-Aswad, 2018, se obtuvieron isotermas de adsorcion que se gjustaron a
isotermas lineal es para BP fabricados a partir de nicotina, Bacillusthuringiens's, y piretrinas,
encontrando que € adsorbente fue heterogéneo, es decir que existen multiples sitios
disponibles paralaadsorcion, demostrando que € proceso de adsorcion podiallevarse acabo
en varios sitios del sustrato (Lazo et al., 2008).

La materia organica del suelo (MOS) es uno de los componentes del suelo que més influye
sobre la sorcion. La MOS es una mezcla compleja de residuos de plantas, que pueden ser
tanto frescos como en diferentes etapas de transformacion, incluye tejido microbiano vivo,
y sustancias humicas (Gasparoni et al., 2001); se puede decir que, en una proporcion
importante esta constituida por proteinas y ligninas, y en menor medida por celulosa y

compuestos solubles como € alcohal, sustancias que le confiere la propiedad de permitir la
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sorcion de compuestos no polares con mayor facilidad, por jemplo de spinosad un BP agente
para € control de insectos elaborado con bacterianas de Saccharopolyspora spinosa
(Antonious et al., 2004).

Hediay El-Aswad (2018) estudiaron la adsorcion de spinosad en tres condiciones:. |) matriz
de suelo; 1) acido humico; y 111) arcillas. La afinidad del spinosad fue mayor por lafraccion
arcillo que por los &cidos himicosy en menor medida por el suelo. Los resultados obtenidos
por Hediay El-Aswad (2018) fueron similares alos encontrados por Liu et al. (2013), en un
experimento anterior, quienes evaluaron la adsorcién de spinosad en tres diferentes tipos de
suelo. Estos Ultimos autores mencionan que existio mayor afinidad de spinosad por |os suelos
con mayor contenido de arcilla y MOS, atribuyéndose esta efecto a la fuerte atraccion
intermolecular por parte de las capas de minerales del material arcilloso y a los grupos
funcionales expuestos de los acidos humicos; por lo tanto, la movilidad de spinosad

disminuye en presenciade arcillasy en menor medida por efecto de la MOS.

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram-positiva que habita en € suelo, y que se le ha
dado un uso como una alternativa biol 6gica a algunos insecticidas, su modo de accién es a
través de la liberacion de la proteina Cry que es toxica para algunos insectos. El
comportamiento de latoxina en el suelo esta en estudio alin y no existe un consenso definido
sobre su comportamiento; en Stotzky, 2002 y 2007, se menciona que al entrar en contacto
con €l suelo, arcillas, o acidos humicos es rapidamente atraiday retenidapor estos material es.
Sin embargo, Fu et al. (2007) a realizar experimentos con concentraciones de 5.0, 10.0 y
20.0 mM informan gque laadsorcién delatoxina Cry por el suelo puede ser menor al aumentar
la presencia de ligandos organicos, debido a la competencia entre los ligandos de acido

organico y latoxina por los sitios de adsorcion.

Romero-Gonzales et al. (2015) realizaron pruebas de retencion y adsorcion con piretrinas,
compuestos naturales gue tienen propiedad de insecticida que se encuentran las flores de
algunas especies como Chrysanthemum cinerariaefolium. Los experimentos consistieron en
evaluaciones de suelo seco con y sin adicién de composta, sus resultados mostraron que €l

suelo al que se le agregd composta tuvo mayor retencién de piretrina que el suelo sin
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composta, |os investigadores explicaron que este comportamiento es debido principa mente

aun mayor contenido de MOS en |los suelos alos que se les adiciond composta.

En ensayos de adsorcion sobre la superficie de &cidos himicos, y complejos de acido himico
- arcilla, realizados por Khairy et al. (1990), utilizando extractos de nicotina, un alcaloide
con uso insecticida que se extrae de plantas de género Nicotina, principa mente de tabaco, se
encontrd que la adsorcion de nicotina en la superficie himica se produjo a través de la
formacién de enlaces fisicos y quimicos de alta energia.
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7.5. Degradacion de bioplaguicidas en € suelo

De acuerdo con el material bibliografico consultado para este capitul o, deformageneral tanto
en condiciones de campo como en pruebas in vitro los BP presentes en € suelo se degradan
en dos etapas. La primera etapa consiste en una degradacion acelerada inmediatamente
después de su aplicacion, y el segundo proceso es a partir de las primeras horas o dias de la

aplicacion de los BP, y no transcurre de forma constante.

La degradacién por laluz de algunos BP (rotenonay azadirectina) ocurre de la mano con la
adsorcion, ya que los BP quedan disponibles en la superficie del suelo 'y de sedimento lo que
permite una fotdlisis directa en suelo y cuerpos de agua (Cavoski et al., 2007; Barrek et al.,
2004; Cleveland et al., 2002) y de acuerdo con Cavoski et al. (2007) la materia organica
(MO) es uno de los componentes que pueden modificar e influir en la concentracién de los
BP debido a la retencion que causa en e suelo en los BP |o que provoca una degradacion

lenta.

En el Cuadro 2 se presenta un concentrado de estudios referentes ala degradaci on de algunos

bioplaguicidas en €l suelo.
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Cuadro 2. Degradacion de | os bioplaguicidas en €l suelo en funcion de las condiciones ambientales

BPT Analito gr%rl;?legt%rl]: pH T;E)do(?@e Tem?oecr:;:ltura DTso Referencia
AZA AZA - A Oscuridad 2.0 NA NA 9.4 Barrek et al., (2004)
4.0 98.0
6.0 130.7
8.0 52.3
Luz solar 2.0 28.3
4.0 98.8
6.0 44.0
8.0 43.0
Luz UV 2.0 0.2
4.0 0.8
6.0 0.9
8.0 0.7
Oscuridad 2.0 40.0, 50.0 70.0 0.8,0.2,0.1
4.0 16.0,8.02, 1.4
6.0 16.0,2.0,0.8
8.0 26.7,8.0,1.0
Controladas 6.3 SM 25.4a46.8 42.6 Agyarko et al. (2006)
6.4 334
6.5 31.7
6.6 28.6
6.3 28.2a38.8 17.7
6.4 222
6.6 14.3,
6.6 12.1
Controladas SNA 15.0 43.9 Stark y Walter (1995)
25.0 19.8
SA 15.0 91.2
25.0 15
AZA -B Controladas SNA 15.0 59.2
25.0 20.8
SA 15.0 115.5
25.0 42.3

TAZA: Azadirecting;

8SM: Suelo modificado; SNA: Suelo no autoclaveado; SA: Suelo autoclaveado; NA: Sin informacion
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Condiciones

Tipode

1 i ° i
BP Analito ambientales pH Qdos Temperatura (°C) DTso Referencia
BT Bt transgénico Guo- Oscuridad 5.72 FL 37.0 56.0 Sun et al. (2007)
Kang 12 / Zhong-
Kang 30
12 ap Oscuridad NA FA 10.0 24.0y9.0 CavosKi et al. (2008)
hidroxirotenona 20.0
A 10.0 25.0y7.0
20.0
12 ap Campo 20.0 75y6.0 Cavoski et al. (2007)
hidroxirotenona 25.0
Campo 6.5 FAA, 18.3-27.6 2.76, Zhou et al. (2013)
6.8 FA 16.5-29.4 1.98
7.1 FR 13.7-25.2 2.69
SP SPA Luz solar / Medio SD 25 0.8 Cleveland et al. (2002)
acuoso
Campo 18 Zhao et al. (2007)
Oscuridad FA 25.0 17.0 Hale y Portwood (1996)
FL 9.0
Luz solar / Medio 0.9 Cleveland et al. (2002)
acuoso
Campo 0.9 Zhao et al. (2007)
Oscuridad / FL 25.0 128.0 Hale y Portwood (1996)
Preesterelizado LIL 240.0
SPD Oscuridad LIL 25.0 14.0
Oscuridad / LIL 25.0 177.0
Preesterelizado

TBT: Bacillus thuringiensis; SP: Spinosad

SFL: Franco limoso; FA: Franco arcilloso; A: arcilloso; FAA: Franco arcilloso arenoso; FR: Franco: SD: Sedimento; LIL: Limo limoso; NA: Sin

informacion
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7.5.1. Efectodelaluz UV en la degradacién de los BP

Cavoski et al. (2007) evaluaron la vida media (DTso) de la azadirectina con diferentes
variables entre ellaslaluz ultravioleta (UV). Los efectos de UV (340 nm, 1274 nm, 1410 nm
y 1050 nm) demostraron que la azadirectina-A (principal metabolito de la azadirectina) se
degradaba en menos de 1 d por efecto de laluz UV. En comparacién con la exposicion de la
luz solar donde se obtuvieron DTsp en intervalosde 28.0 y 98.0 d en pH queiban de2.0 a8.0
de azadirectina-A (Cuadro 2). Estos resultados fueron similares alos de Johnson et al. (2000)
guienes evaluaron la azadirectina-A a exponerla a luz UV (254 nm) se observo que la
azadirectina-A fue degradada al 50% en cuestion de horas. De forma similar Zuleta-Castro
et al. (2017) investigaron €l extracto crudo de azadirectina que fue sometido aluz UV (368
nm) durante 24 h, la degradacién de la azadirectina fue del 55.0% a los 214 min. Esto pone
de manifiesto que la luz UV directa degrada en cuestién pocos dias e incluso horas a la
azadirectina. Se podria decir que laluz UV en interval os de 250 a 350 nm puede degradador

en 1 dlamitad de la concentracion de azadirectina en suelo.

Menciona Katagi (2004) que la cantidad de energia para romper las moléculas de los
plaguicidas sintéticos debe ser alongitudes de onda de 250-400 nm. Sin embargo, laluz solar
cercadd suelo exhibe un maximo de alrededor de 440 a460 nm, y su intensidad en laregion
UV responsable de la fotodegradacion del plaguicida se convierte en aproximadamente 5.0
— 6.0% de la intensidad total. Es por eso que la luz UV tiene efectos mas rgpidos en la

degradacion de la azadirectina que laluz solar.

Deigual formala degradacion de los BP se puede ver afectada por la profundidad del suelo
ya que es un factor que pueden impedir la degradacion por la luz, la profundidad del suelo
afecta e paso delaluz porgue no permite penetrar a gran profundidad en €l suelo, asi mismo
esta depende de lalongitud de onday lafraccion del compuesto en € suelo |o que determina

gue cantidad del BP se encuentra disponible para degradar (Balmer et al., 2000).

No se encontraron articulos de BP en estas condiciones pero Zhang Zhang et al. (2010)
analizaron la degradacion por fotdlisis del pyreno (insecticida sintético), un hidrocarburo
aromatico policiclico (HAP) con temperaturaa 30 °C, combinado con fotodegradacion a 1.0,
1.6, 2.0, 2.4 y 4.0 mm de profundidad de suelo, los resultados en la DTso fueron de 19.8,
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23.0, 275 y 37.4 d respectivamente. La tasa de degradacion disminuia conforme la
profundidad aumentaba. Con base aesto y lo informado en la seccidn de adsorcion se podria
decir que a mayor profundidad del suelo, la vida media de ciertos BP como nicotina, B.
thuringiensis y spinosad, se puede incrementar. Esto debido a que dichas profundidadesy al
estar adsorbidos por lamateria organicay las arcillas, se protegen de la degradacion por luz
(Hediay El-Aswad, 2018; Antonious et al., 2004; Khairy et al., 1990).

7.5.2. Efecto de la temperatura en la degradacion de los BP

Las variaciones de temperatura pueden también afectar la concentracion de los BP. Cavoski
et al. (2008) evaluaron la degradacion de la rotenona (sustancia extraida de las plantas del
género Tephrosia que se emplea para el control de insectos) en condiciones controladas por
accién de dos temperaturas (10 y 20 °C). Se observo que los valores de DT s de rotenona y
12 ap-hidroxirotenona (toxina y principal producto de descomposicion de la rotenona) en
suelo franco arcilloso fueron 8.0y 52.0d a20.0y 25.0 °Cy 118.0d a 10.0 °C. En suelo
arcilloso fueron 5.0y 23.0d, a20.0y 21.0 °C, y 35.0 d a 10.0 °C. Esto quiere decir que un
aumento de 10.0 °C en la temperatura més alta disminuyo en un factor de 4.2y 3.1 la
degradacién de la rotenona. De la misma forma los autores atribuyen otros factores a la
degradacién de larotenona como son lahidrélisis, oxidacion e isomerizacion que permitio la
formacion de 12 ap-hidroxirotenona y su isomero 12ab-hidroxirotenona. Zhou et al. (2013)
evaluaron la degradacion de la rotenona en condiciones de campo a temperaturas que
variaronde 18.0-27.0°C, 16.0-29.0°Cy 13.0-25.0°CenpH de6.5, 6.8y 7.1, los autores
mencionaron que la luz solar fue el principal agente que degrado a la rotenona, la curva de
disipacion de la rotenona mostro una curva relativamente estable con DTso de 2.75 1.98 y
2.69 d. Comparando los resultados de Zhou et al. (2013) y Cavoski et al. (2008) en la
degradacion de la rotenona podemos asumir que las condiciones ambientales son mas
efectivas que la temperatura por si sola. Caso contrario alaluz UV (250 — 300 nm) que es

capaz de degradar en 1.0 d o menosla concentracion de laazadirectinaen un 50% en € suelo.

7.5.3. Efecto de la concentracion de materia or ganica en la degradacion de los BP
Agyarko et al. (2006) comprobaron gque la materia organica del suelo (MOS) interviene en
laDTso de azadirectina-A en condiciones de campo con un combinado de suelo con hojas de

28



nim (Azadirachta indica), estiércol de aves de corral y estiércol de vaca, la degradacion
obtuvo diferentes valores de DTso, € mejor rendimiento se obtuvo con las hojas denimy el
estiércol animal que favorecio la descomposicion rapida del azadirectina-A. El efecto de la
degradacion en suelos ricos de MOS puede deberse a un proceso paraelo que realizan los
microorganismos por el cual degradan compuestos de la MOS y secundariamente se ven
afectadoslos BP al ir siendo consumidos por la actividad microbiana (Zimdahl, 2018).

7.5.4. Efecto dela concentracion del pH en la degradacién de BP

Otros factores que contribuyen a degradar |os BP son los microorganismosy €l pH (Zhou et
al., 2013). Barrek et al. (2004) comprobaron que laDTso de azadiractina con pH de 2.0, 4.0,
6.0 y 8.0 y con temperaturas de 40.0, 50.0 y 70.0 °C, las DTso fueron los siguientes; pH 2:
(0.8,0.2y0.1d); pH 4: (16.0,8.0y 1.4 d); pH 6 (16.0, 2.0y 0.8 d); pH 8: (26.7, 8.0y 1.0 d).
El pH 2 y 4 combinado con temperatura de 40°C tiene un mejor efecto degradador que el pH
de 6 y 8 con temperaturas de 50.0 y 70.0 °C. El pH 2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 tuvieron DTso de 9.4,
98.0, 130.7, 52.3 d respectivamente (Cuadro 2). El pH por s solo tiene un efecto degradador
muy bajo en comparacion con laluz UV y la temperatura. Sin embargo, Kah et al. (2007)
atribuyen el bajo efecto degradador del pH debido a que la actividad microbiana pudo estar
minimizada cuando el pH fue mayor a 8.0, esto pudo causar que la actividad microbiana
desacelerarala degradacion por parte de los microorganismos en laazadirectina. Delamisma
forma las temperaturas entre 40.0 — 70.0 °C pudieron disminuir la actividad microbiana.
Pietikéinen et al. (2005) indicaron que |l astasas de crecimiento éptimo de hongos y bacterias
estan en €l rango de temperaturas 25.0 — 30.0 °C, y en temperaturas de 31.0 — 45.0 °C latasa
de crecimiento es més bagja. Esto puede provocar lainactividad de al gunos microorganisSmos
razén por la cua en las temperaturas mayores a 40.0 °C tuvieron una degradacion més lenta
en los BP (Cuadro 2).

7.5.5. Efecto de microrganismos: biodegradacién

Zhao et al. (2007) investigaron la degradacion de los compuestos spinosad-A y, spinosad-D
(principaesingredientes activos del bioinsecticida spinosad), encontraron que lamayor parte
de su degradacion se debi6 a la actividad de los microrganismos. Los autores informan una

DTso de 1.8 d para spinosad-A, y de 0.9 d para spinosad-D en condiciones de campo. Haley
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Portwood (1996) comprobaron el efecto de la temperatura (25 °C) y los microorganismos
sobre spinosad A, y D en suelos esterilizados por autoclave y no esterilizados. La DTso de
spinosad-A en suelos no esterilizados, fue de 17.0 d, y para spinosad-D fue de 9.0d y 14.0
d. Para suel os autoclaveados con las mismatemperaturala DTso fue de 128.0 2a240.0 d. Stark
y Walter (1995) reportaron que los microorganismos en suelos no autoclaveados con
temperaturas de 15y 25 °C en la azadirectina A y B tuvieron DTso de 43.9y 19.8d, y 59.2
y 20.8 d respectivamente, en cambio en suel os autoclaveados para azadirectina, A y B fue de
91.2y 31.5d,y 115.5 y 42.3 d respectivamente.

Los BP (piretrinas, nicotina, spinosad y B. thuringensis) pueden estar mas propensos a la
degradacion microbiana que a otros factores, principalmente a la facilidad que tienen para
adherirse a suelo y mantenerse sujetos a cierta profundidad en que no estan expuestos a la
luz solar (Antonious et al., 2004; Saxena et al., 1999; Khairy et al., 1990). Al respecto,
Sundaram (1996) menciona que en suelos arcillosos la adsorcion de la toxina de B.

thuringiensis puede ser de hasta el 48%.

Griego y Spence (1978) mencionan que la actividad de B. thuringiensis es inhibida por
bacterias que se encargan de degradar las toxinas de las proteinas, pero esto puede ser
impedido por la luz solar debido a que inactiva a las bacterias. Tapp y Stotzky (1998)
evaluaron la actividad de B. thuringiensis en condiciones de campo mostrando actividad
reducida del insecticida después de solo 35.0 d de su aplicacién, el autor atribuye la

degradacion ala actividad microbiana.
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7.6. Efectos de los bioplaguicidas sobr e los microor ganismos del suelo

Debido a la naturaleza de los bioplaguicidas, no hay una tendencia general sobre su efecto
en el comportamiento de los microrganismos en el suelo. Existen algunos investigadores que
han encontrado efectos positivos, pero también se conoce que algunos BP pueden tener

comportamientos nocivos sobre la microbiota del suelo.

Gopal et al. (2007) evaluaron el efecto de azadirectina en condiciones controladas, y
encontraron que la poblacién bacteriana, fingica y actinomicetos disminuyd durante los
primeros 15.0 d; al aumentar cinco veces la dosis de la concentracion recomendada, las
poblaciones afectadas fueron los hongos y actinomicetos y el efecto se mantuvo hasta los
60.0 d de observacion. En ambos casos, se observo una recuperacion en cuanto a nimero de
microorganismos a los 90.0 d. Con respecto a efecto de las cantidades de los BP que se
utilizan paralos ensayos tanto in vitro como en campo, Spyrou et al. (2009) indicaron que se
utilizan concentraciones gue no son necesariamente acordes alas cantidades aplicadas en los

manej os de | os cultivos, 1o que proporciona resultados de exposicion que No Son CoMuNes.

En condiciones in vitro Sarawaneeyaruk et al. (2015) al aplicar 0.1y 0.4 g ml™* de extracto
de Azadirachtaindica (planta de donde se extrae la azadirectina) y azadirectina directamente
en dosis de 1.25 y 2.5 pg ml™ observé lainhibicion de la actividad de los microorganismos
del suelo, con un efecto transitorio en los microorganismos en el suelo por accion del extracto
de A. indica. Mweetwa et al. (2016) explica que la reduccién en la actividad y biomasa
microbiana estan relacionadas con un efecto negativo producido por la presencia de
metabolitos secundarios exudados por A. indica. En contraste, Sarawaneeyaruk et al. (2015)
mencionaron que el efecto positivo sobre los microorganismos es debido a que los extractos
de A. Indica aportan ciertas proteinas y carbohidratos que permite el crecimiento de los

mi croorgani Smos.

Ipsilantis et al. (2012) evaluaron €l efecto de cuatro BP (spinosad, piretrinas, terpenos y
azadirectina) sobre hongos micorricicos arbusculares. De acuerdo con |os resultados de sus
experimentos spinosad, piretrinas y terpenos no afectaron la capacidad de colonizacion, ni la
estructura de la comunidad fungica; por otro lado, la azadirectina si indujo a cambios

significativos y persistentes sobre las micorrizas.
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Selim et al. (2007) evaluaron el impacto de la paenimixina, bioinsecticida a base de la
bacteria gram-positiva Paenibacillus sp cepa B2 y conocida como paenimyxin 8.9. En dicho
experimento en que se aplico unadosis 10 veces mayor a lainhibitoria en microorganismos,
se comprobé que la cantidad de bacterias en el suelo se vio afectada Unicamente de forma
transitoria. El efecto negativo sobre la presencia de unidades formadoras de colonias
bacterianas (UFC), se not6 entre el segundo y cuarto dia, presentandose una disminucion
entre 60.0 — 70.0%, pero el séptimo dia después de laaplicacion, €l efecto sobre la poblacion

bacteriana fue insignificante.

Un gjemplo del comportamiento neutro delos BP sobre el crecimiento de los microrganismos
del suelos es el que encontré Spyrou et al. (2009) al aplicar azadirectinay un insecticida a
base de la planta Quillaja saponaria. Sus resultados demostraron que estos dos compuestos

en las dosi s recomendadas no af ectaban a las comunidades microbianas in vitro.

Telesinski et al. (2015) estudiaron el efecto de spinosad en aplicaciones en sus dosis
recomendadas, 5, 10 y 25 veces més. El nimero de bacterias en el suelo aumento
significativamente en todos los ensayos a las diferentes dosis de spinosad. Fue hasta el dia
28, en que ladinamica se modifico, a promoverse un incremento en la cantidad de bacterias
en ladosis 10 veces mayor, pero una disminucion en la dosis 25 veces mayor. Dentro de la
comunidad de microorganismo del suelo, 1os hongos fueron los més afectados, al observarse
una disminucién desde la primera aplicacion con excepcidn del tratamiento en que se usd 10
veces la dosis recomendada. Los actinomicetos también fueron inhibidos desde €l dia 1 de
aplicacién en todas las dosis, y se observo una recuperacion de su presencia a partir del dia

28 después de su aplicacion.

Este efecto transitorio delos BP sobre el desarrollo delos microrganismosdel suelo, se puede
deber aquelamayoriade BP (spinosad, azadirectina, paenimixina, Q. saponariay piretrinas)
estan elaborados a partir de metabolitos secundarios; la liberacion masiva metabolitos
secundarios en € suelo, puede generar un efecto nocivo paralos microrganismos (Inderjit. et
al., 2005). Sin embargo, a ser degradados por la luz y temperatura sus efectos se ven
mermados y se vuelven transitorios. Esto puede manifestar que los metabolitos secundarios

tienen un umbral de estacionalidad de sus efectosy un grado de especificidad que no esigual
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en todas las condiciones ambientales (Gross et al., 2007). Blanco (2006) indica que muchas
sustancias con actividad al el opatica tienen efectos positivos sobre organismos como plantas
y microorganiSmos en concentraciones bajas y, al alcanzar una determinada concentracion,

su efecto es contraproducente sobre |0s organismos que se encuentren expuestos.

A través de laexpresion de un gen, la bacteria B. thuringiensi s puede generar toxinas que son
usadas para el control delosinsectosy sus larvas en plantas genéticamente modificadas (Sun
et al., 2007; Tapp y Stotzky, 1998; Tapp y Stotzky, 1995). La presenciade dicha proteina en
el suelo pudiera representar un riesgo para los microorganismos, debido a la capacidad de
mantenerse adherida a las diversas fracciones del suelo (Tapp y Stotzky, 1998). Aungue en
otros estudios de campo donde analizaron los efectos de la proteina Cry1AB en exudados de
raiz y biomasa de maiz, Saxena y Stotzky (2001) y Stotzky (2005) con resultados
preliminares se comprobd que la proteina no es toxica para nematodos, protozoos, bacterias

y hongos.

Muchaonyerwa et al. (2005) realizaron un ensayo in vitro en vertisoles que se trataron con
proteinas cristalinas de B. thuringiensis (Btk, Bti, y Btt) incubandolas 7 dias, a determinar
labiomasamicrobianay hacer un recuento de bacteriasy hongos se concluyé que los cristales
no afectaron aninguna de las variables medidas, y segiin mencionan los autores se debi6 ala

adsorcion de los cristales por el suelo.
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7.7. M étodos analiticos par a la deter minacién de bioplaguicidas en suelo

Las técnicas analiticas utilizadas para la extraccion, identificacion y cuantificacion de plaguicidas en general, son las mismas que

se pueden utilizar paraladeteccién de bioplagucidas (BP) en €l suelo. En el Cuadro 3 se presentaunalista de técnicas de extraccion

gue mayor éxito han tenido al aplicarlas para estudios realizados sobre el comportamiento de algunos de los BP mas popul ares.

Cuadro 3. Ejemplo de técnicas de extraccion utilizadas para la extraccion de BP en suelo

Técnicade
extraccion

Bioplaguicida'

Porcentajede  Tamafio dela

Referencia

QUEChERS

QUEChERS

LLE

SLE

SLE +

sonicacion

Soxhlet

AZA,RT,SP-AyD

NI, SB, VE, RT, AZA,
CV,DE,SP, Pl (lyll),JS
(ITylhyCl(ylD)
NI, SB, VE, RT, AZA,
CV,DE, SP, Pl (I yll),JS
(Tylh)yyCl(lyl)

NI, SB, VE, RT, AZA,

CV, DE, SP, Pl (1 y11), JS
(ynhyycl(yn)

NI, SB, VE, RT, AZA,
CV,DE,SP, Pl (Iyll),JS
(TylyycCl(lyln

AZA - A

recuperacion muestra (g) Solvente
83.0-104.0 5.0 10.0 ml de CzH3N
30.0-110.0 5.0 5.0 ml de C4HgO a 1.0% en solucién
de C2H3N
3.0-530 5.0 30.0 ml C4HgO / CH30OH (3:1 viv)
0.0-36.0 5.0 10.0 ml de C4HgO2
3.0-370 10.0 30.0 ml de C4sHgO2/ CH30OH (3:1 v/v)
54.2-72.3 50.0 200 ml CH3OH

Drozdzynski y Kowalska (2009)

Prestes et al. (2012)

Prestes et al. (2012)

Prestes et al. (2012)

Prestes et al. (2012)

Agyarko et al. (2006)

TAZA: Azadirecting; SP: Spinosad; NI: Nicotina; PR: Piretrina; RT: Rotenona; BT: Bacillus thuringiensis; CE: Cevadina; DE: Deguelin; SB: Sabadina;
JS: Jasmoling; Cl: Cinerina VE: Vedadina; SLE: Extraccién Solido Liquido; LLE: Extraccion Liquido — Liquido; QUEChERS: Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe
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7.7.1. Preparacion dela muestra
El primer paso para obtener una recuperacion adecuada de los BP presentes en las muestras

de suelo, es redizar de manera adecuada la extraccion (Tadeo et al., 2012). Un factor
importante al momento de latomade la muestra es definir 1a cantidad de suelo aanalizar que
dependera del méodo analitico que se usara'y de la concentracion en €l suelo del analito de
interés; generalmente, para obtener una recuperacion adecuada de los BP mas utilizados, se
emplean entre 5.0 — 50.0 g de suelo (Cuadro 3).

7.7.2. M étodos de extraccion para bioplaguicidas en suelo

Soxleth: Es una técnica para la extraccion de compuestos organicos en matrices solidas, se
lleva a cabo usando disolventes organicos, € cual refluye en la muestra contenida para su
extraccion a través de contacto con la muestra, una de sus ventgjas es su bajo costé (Castro
y Garcia-Ayuso, 1998). Agyarko et al. (2006) analizaron la extraccion de azadirectina-A de
suelo, parala extraccion del BP se uso el método Soxhlet, se usaron 50.0 g de muestra de
suelo y 200 ml de metanol, la extraccion fue de un tiempo de 6.0 h, con recuperaciones que
variaron entre 54.2 - 72.3% (Cuadro 3).

Extraccion Solido— Liquido (SLE, Liquid — Solid Extraction): Es un método que se aplica
para determinar trazas de plaguicidas en e suelo y que su principio consiste en el contacto
de la muestra con un disolvente adecuado (Martinez-Lara y Paez, 2017). Dentro de las
principales desventgjas del méodo se pueden mencionar la alta cantidad de disolventes
organicos gue requiere, € tiempo necesario para realizar la extraccion, y la generacion de
residuos toxicos (Lucia et al., 2017). Aunque en la extraccion SLE se requieres de menor
cantidad de solvente, de tiempo y es mas efectivo en la recuperacion de BP gque cuando se

utiliza extraccion Soxhlet.

Cavoski et al. (2008) aplicaron SLE para recuperar rotenona a partir de muestras de 5.0 g de
suelo, 10.0 ml de acetato de etilo y la extraccion fue de un tiempo de 30.0 min con interval os
de recuperacion de 94.0 — 98.0% de azadirectina. Con estd misma técnica, Prestes et al.
(2012) realizaron extraccion de nicotina, cevadina y cinerina I, y con menor éxito
(recuperacion de 1 — 36%) informan de la extraccion de sabadina, veradina, azadirectina,

rotenona, deguelin, cinerin Il, piretrinas 11, jasmolinall, piretrinal, spinosad y jasmolinal,
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en todos los casos utilizando 5.0 g de suelo como muestra. Prestes et al. (2012) informé del
uso con éxito de SLE para la extraccion de jasmolina |l y 11 y cinerina | y Il (moléculas
presentes en €l BP piretro), cevadina (componente de las semillas de lirio), deguelin (analito
extraido de la rotenona), veradina y sabadina (polvo hecho con semillas de Schoenocaulon
officinale) (Cuadro 3).

Cavoski et al. (2008) aplicaron SLE para recuperaciones de rotenona en suelo obteniendo
recuperaciones de 94.0 al 98.0%. Las diferencias entre los resultados de extraccién pueden
deberse a sus metodol ogias, en lafase de separacién Cavoski et al. (2008) usaron un agitador
rotatorio durante 10.0 min a 6500 rpm y Prestes et al. (2012) aplicaron un agitador rotatorio
durante 5.0 min a 500 rpm. Cavoski et al. (2007) realizaron ensayos para extraccion de
rotenona en 2007, usando la misma metodologia que en 2008 obteniendo resultados de

recuperacion entre 95.0 - 100.0%.

Una variante de la extraccion por SLE es afiadir sonicacion, Prestes et al. (2012) evaluaron
este método en muestras de 10.0 g de suelo, la extraccion fue realizado con 30 ml de acetato
de etilo / metanol (3:1, v/v) como solvente para sabadina, veradina, azadirectina, rotenona,
deguelin, cinerinall, piretrinall, piretrinal, spinosad, cevadinal, cevadinall y jasmolinal,
aunquelajasmolinall no logro extraerse, los porcentajes de extraccion fueron de 3.0 37.0%
relativamente bajos (Cuadro 3). Sin embargo, Zhou et al. (2013) al aplicar un método similar
(SLE + sonicacién) pararotenona con extraccion de 30.0 min y usando como disolvente 50.0
ml de acetonitrilo, obtuvo porcentajes de recuperacion de 81.1 - 85.6% las diferenciasen los
porcentgjes se pudieron deber al tipo de solvente utilizado.

El tipo de solvente es uno de |os factores més importante atomar en cuenta cuando se aplican
SLE. Segin Sadowska-Rociek et al. (2013), acetonitrilo es uno de los disolventes méas
efectivo cuando se usa SLE al realizar ensayos de recuperacion en comparacion con acetato
de etilo para extraer plaguicidas e Hidrocarburos Arométicos Palicilicos (HAP) en pastos,
los investigadores sefialan que con el acetonitrilo se obtienen muestras con mayor pureza 'y

tasas de recuperacion mas atas.
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Extraccion Liquido - Liquido (LLE, Liquid — Liquid Extraction): ES un método de
separaciOn que tiene como principio latransferenciade un soluto de un solvente aotro, siendo
los dos solventes inmiscibles o parcialmente miscibles entre si (Berk, 2018). Con frecuencia,
uno de los solventes es agua 0 una mezcla acuosa y € otro es liquido organico no polar.
Utilizando extraccion LLE, Prestes et al. (2012), obtuvieron recuperaciones que variaron
entre el 3.0 — 53.0% para sabadina, veradina, azadirectina, rotenona, deguelin, cinerina ll,
piretrinall, piretrinal, spinosad, cevadinal, cevadinall, jasmolinal y jasmolinall tomando
como muestras de 5.0 g de suelo y usando una celda de extraccion de acero inoxidable de
34.0 ml (Cuadro 3).

QUECHhERS (Fast, Easy, Economic, Effective, Solid and Safe): Es un método simplificado
de la extraccién convenciona para analizar residuos. Este procedimiento involucra dos
etapas: (I) Laextraccion del compuesto de interés con solventesorganicos, Y (I1) lalimpieza
del extracto através de extraccion en fase solida por dispersion con un compuesto organico
(Kimet al., 2019).

Algunas de | as ventgjas de QUEChERS, en comparacion con otros métodos de extraccion, es
gue se requieren menores volumenes de muestra y de solvente, menos tiempo para la
preparacion de muestra, se tienen mayor tasa de recuperacion, y un mejor rendimiento
analitico (Lawal et al., 2018). Ademés, en una revision bibliogréfica realizada por Vera et
al., 2013 se menciona que e método QUEChERS proporciona buenos resultados para la
extraccion de plaguicidas sintéticos en suelo en € rango de 59.0 — 132.0%, lo que hace
suponer que se podria utilizar con éxito para el estudio de los BP en el suelo.

Drozdzynski y Kowalska (2009) evaluaron el méodo QUEChERS para la extraccion de
azadirectina, spinosad A y D y rotenona, en productos de origen vegetal y muestras de suelo.
El método consistié en una extraccion Unica de los compuestos con 10.0 ml de acetonitrilo,
a 5.0 g de suelo acidificado, seguido de una etapa de limpieza por extraccion en fase solida
dispersiva con 5.0 ml del sobrenadante. Las recuperaciones de las estuvieron en el rango
entre 83.0 y 104.0% Prestes et al. (2012) evaluaron el método QUEChERS, para extraer los
BP nicotina, sabadina, veratridina, rotenona, azadirectina, cevadina, deguelina, spinosad A y

D, piretrinas| y 11, cinerinl y 11, jasmolinal y 11 del suelo y consiguieron recuperaciones que
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variaron en funcién de la cantidad del BP aplicado a suelo: la recuperacion menor fue del

50.0% para nicotina y sabadina, mientras que para en €l resto de los BP vari6 entre 70.0 y
120.0% (Cuadro 3).

Nota et al. (2000) obtuvieron recuperaciones de 95.0 — 101.0% de nicotina en suelo, la

extraccion se realizo con 50.0 ml de metanol y 50.0 g de suelo, con agitacion continua por 5
min.
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7.7.3. Métodos par a la deteccion y cuantificacion de bioplaguicidas en el suelo
Después de la extraccion del analito de interés el siguiente paso es su cuantificacion. Laimportancia de vigilar los niveles de los
residuos de cualquier compuesto quimico esta enfocada con garantizar |a seguridad humanay ambiental (Y oung et al., 2000). Para

€l caso delosbioplaguicida (BP), el Cuadro 4 se presenta unalista delos métodos analiticos encontradosen larevision bibliografica
gue se realizd paralaredaccion de este Capitul o.

Cuadro 4. Métodos utilizados para la deteccion de BP en muestras de suelo.

Analito" Méodo® Fase estacionaria Fase movil Detector+ LOQ Referencia
RT HPLC Columna C18-XDB C2H/NO; d 0.1% (75:25 viv) MSMS+ QS+ ES NA Cavoski et al. (2008)
(250 x 2.1 mm, 5 pum)
NI HPLC Columna C18 C2HsN + CHsOH & 10.0% UV 265.0 nm NA Notaet al. (2000)
(250 X 4.6 mm, 5 pum)
NI, SB, UHPLC Columna C18-BEH A: CHsOH MS/MS+ QT +ES >10 Prestes (2012)
VE, RT, (100 x 2.2 mm, 1.7 pm) B: NHsHCO, 5.0 mM ug kgt
AZA, CE,
DE, SPy
PR
AZA,RT, UHPLC Columna C18-BEH A: C,HNOz al 0.1% MS/MS + QT +ESI 6.0-9.0 Drozdzynski y
SPA, SPD (100 x 2.2 mm, 1.7 pum) B: Co;H3sN + CH3O0H al 0.1% ug kg Kowalska (2009)
BT ELISA NA NA Placa de micropocillos 20.0 Sundaram (1996)
S-endotoxina recubierta de anticuerpo ng mit
Proteina ELISA NA NA DO a450.0nmusandoun 25-29 Gruber et al. (2012)
CryiAb lector de placas ngg?

TAZA: Azadirecting; SP: Spinosad; NI: Nicotina; PR: Piretrina; RT: Rotenona; BT: Bacillus thuringiensis; CE: Cevadina; DE: Deguelin.NA: No aplica
SHPL C: Cromatografia liquida de alto resolucién; UHPLC: Cromatografia liquida de ultra alta resolucion; ELISA: Ensayo por Inmuno Absorcién Ligado a
Enzimas, NA: No aplica.

*MS/MS: Espectrometria de Masas; ESI: lonizacion por Electroespray; QS: Cuadrupolo Simple; QT: Tripe cuadrupolo; DO: Densidad Optica; LOQ: limite
de cuantificacion; NA: No especificado.
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7.7.3.1. M étodos cromatogr &ficos

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC): Es un método fisico de separacion cuyo objetivo es identificar los diferentes
compuestos de una mezcla utilizando las caracteristicas de tamario y polaridad de cada uno
de sus componentes. Consta de una fase solida, que generalmente es una columna capaz de
soportar presiones de 2000.0 — 4000.0 psi; una fase liquida, constituida por una mezcla de
disolventes y; un detector que se encarga de determinar la cantidad del analito (Romero
Gonzalez et al., 2007).

Cavoski et al., 2007 utilizaron HPLC con detector ultravioleta (UV) identificar y cuantificar
la presencia de rotenona. Los autores puntualizaron que uno de los inconveniente con €
detector UV es que varios componentes de lamatriz interfirieron con la sefia que presentaba
el analito; y mencionaron que por lo tanto, en algunos casos los LOQ resultan ser altos
impidiendo una medicion menos precisa que con otros detectores como espectrémetros de

masas (Cuadro 4).

Caboni et al. (2002) lograron separar, cuantificar y confirmar la presencia de rotenona,
azadirectina, rianodinas y piretrinas mediante HPLC, con un Detector de Matriz de Diodos
(Diode Array Detector, DAD) y espectrometria de masas de ionizacion quimica a presion
atmosférica (APCI, MS - Atmospheric Pressure Chemical lonization, Mass Spectrometry).
Los autores informaron, que debido a uso de ambos detectores, se obtuvieron espectros con
buena resolucion, y maxima pureza. Los limites de deteccion fueron de 0.01 mg kg para
ryanodina, rotenona, 12aP hidroxirotenona, cinerina, jasmolina I y II; de 0.02 mg kg? para

deguerin y azadirectina; y 0.05 mg kg™ para piretrinas| y I1.

Cavoski et al. (2008) evaluaron con HPLC con columnas C18 para rotenona, en la
identificacion y cuantificacion se utilizd MS/M S+ ESI, esta combinacion de técnicas permite
la determinacion rapida de sustancias mas polares o termolabiles (g. Rotenona, azadirectina
y spinosad) para posteriormente ionizar las macromoléculas. Aungue los investigadores

omitieron los limites de cuantificacion através de dicho método (Cuadro 4).

Cromatografia Liquida de Ultra Alto Rendimiento (UHPLC, Ultra High Perfomance Liquid
Chromatography): Es un método cromatografico especializado que funciona mas rapido,

tiene mayor sensibilidad y se utilizan menor cantidad de solventes que con HPLC. Latécnica
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opera a una presion de 6,000 — 15,000 psi. Al igual que HPLC, se puede adaptar a diversos
tipos de detectores. (Craige Trenerry y Rochfort, 2010).

Drozdzynski y Kowalska (2009) y Prestes et al. (2012) aplicaron UHPLC como técnica para
cuantificar diversos BP provenientes de suelos de granjas ecoldgicas y areas agricolas.
Presteset al. (2012) obtuvieron LOQ iguales o inferioresa 10 ug kg™ paranicotina, sebadina,
verading, rotenona, azadirectinag, cevadina, deguelina, spinosad-D y piretrinas. Drozdzynski
y Kowalska (2009) obtuvieron LOQ menor o igual a 0.01 mg kgt en spinosad Ay D y
rotenona. EIl méodo HPLC + MS/IMS + ESI + QT fue la permitido una deteccion y
cuantificacion de BP a LOQ mas bajos en comparacién con el método HPLC + DAD + APCI
-MS.

7.7.4. Ensayo por inmuno absor cion ligado a enzimas

El Ensayo por Inmuno Absorcion Ligado a Enzimas (ELISA) detecta y amplifica las
reacciones de antigenos y anticuerpos por medio de moléculas de enzimas y anticuerpos; la
eleccion del anticuerpo dependera de la especificidad de la mol écula a detectar; la presencia
de la enzima se detecta por cambio de color o se cuantifica por un lector de placas (Dodd y
O'Kennedy, 2014).

Sundaram (1996) uso ELISA en proteinas exudadas por BT para posteriormente medir la
densidad ¢éptica (DO) a 450 nm usando un lector de placas, reportando limites de
cuantificacion de20 ng ml. En experimentos Gruber et al. (2012) indicaron limites de
cuantificacion de 2.57 - 2.91 ng de proteina Cry1Ab g-! suelot. (Cuadro 4).

7.7.5. Espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS)

La espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS) (longitudes de onda 350-2500 nm) es una
técnica basada en la medicidn de | as vibraciones provocadas por € estiramiento y flexion de
los enlaces de hidrégeno con carbono, oxigeno y nitrégeno. El andlisis de los espectros de
absorcion NIRS da como resultado informaciéon cuantitativa y cualitativa sobre los

componentes presentes en la muestra analizada (Mertens et al., 2011).

Las razones por las que se ha adoptado NIRS como método analitico en la deteccion de
plaguicidas en el suelo, incluyen: preparacion minima de muestra, andlisis rapido, rentable

para analizar una sola muestra 0 un lote de muestras, se pueden determinar varios
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constituyentes simultaneamente, no se destruyen las muestras, no se utilizan productos

guimicosy peligrosos, y se obtienen resultados precisos.

A través de NIRS Soto-Bargjas et al. (2012) en muestras de suelo cuantificaron la presencia
de imazapyr (herbicida no selectivo perteneciente a la familia de las imidazolinonas). Los
autores informaron que la sefid espectral asociada a la presencia de imazapyr en suelo se
puede detectar a través de model os discriminantes generadas por NIRS, 1o que permite la
identificacion de muestras que contienen €l herbicida. Por otro lado, a nivel cuantitativo,
puedo detectar de imazapyr en un rango de concentracion de 0,003 a 0,121 mg por gramo de

suelo.

La espectroscopia NIRS pudiera ser una posibilidad para evaluar la presencia de BP en €l
suelo, sin embargo, se requiere de realizar diversos ensayos que permitan gustar la
metodologia para obtener resultados equiparables a los obtenidos a través de los
procedi mientos tradicional es debido a que su uso solo se ha probado en herbicidas de origen

sintético.
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7.8. Conclusiones

En la revisién de la literatura, se observd que no se cuenta con un concepto Unico de
bioplaguicida a nivel internacional, més bien se encuentran conceptos diversos por parte de
organismos internacional es que pudieran equivaler aunaidea de tal concepto. Sin embargo,
esto no permite llegar a unaidea clara para el publico en general de que esy cémo funciona
un bioplaguicida. Por su parte el Unico organismo internacional que cuenta con una

clasificacion que permite clasificar eidentificar cadatipo de bioplaguicida esla EPA.

De lamismaformalainformacion referente a el comportamiento de los bioplaguicidas en el
suelo se centra en un grupo de bioplaguicidas de éxito comercid: Bacillus thuringiensis,
rotenona, spinosad, azidirectina y nicotina. Esto se debe a que los bioplaguicidas antes
mencionados ya cuentan con mayor antigtiedad y tienen una eficacia comprobada.

La mayor parte de la informacion recolectada se centra en la degradacion de los
bioplaguicicdas, sin embargo, 10s ensayos en su mayoria se han realizado en condiciones
controladas y se tiene muy poca informacion del comportamiento de los bioplaguicidas en

condiciones ambiental es.

Se carece de investigacion que sustente lamanera en que los bioplaguicidas |levan acabo la
adsorcion, solo se reporta informacion en los bioplaguicidas de nicotina, Bacillus
thuringiensis, piretrinasy spinosad en isotermas lineales.

Se ofrece informaci én que evidencia que |os bi opl agui cidas no tienen ef ectos negativos sobre
la estructura de la comunidad microbiana del suelo cuando se aplican en las dosis
recomendadas. Sin embargo, estos aspectos requieren mayor investigacion, especificamente
en cada caso particular de cada bioplaguicida, ya que cada compuestos podria sugerir

resultado diferentes paralos microorganismos del suelo.

La cantidad de bioplaguicida retenida en el suelo puede ser determinada en gran medida por
el proceso de adsorcién y las condiciones ambientales siendo la luz el que mayor efecto
degradado puede tener. En este sentido el desarrollo de técnicas analiticas avanzadas como
UHPLC y QUEChERS permiten analizar en periodos de tiempo cortos y con mayor eficacia
bioplaguicidas, QUEChERS permite extracciones ssimples y de alto rendimiento y UHPLC
reduce e tiempo del andlisis en comparacion con HPLC. De igual manera NIRS se presenta
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como una opcion a futuro para evaluar la presencia de bioplaguicidas en €l suelo. NIRS ya
ha sido probado paraidentificar |a presencia de herbicidas de origen sintético en muestras de

suelo.
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8. Capitulo 2: Evaluacion del efecto fitotoxico de dos potenciales herbicidas a

base de Metopium brownei (chechén) y Viguiera dentata (tajonal)

8.1. Resumen

En el presente estudio se presentan |os resultados de comparar |os efectos fitotoxicos de herbicidas
boténicos (HB) de Metopium brownei (MB) y Viguiera dentata (VD) con un herbicida sintético
atrazina. Los HB se prepararon con agua [1:3 (v/V)], realizandose bioensayos in vitro, evaluandose
su efecto en semillas de maiz y tamizajes fitoquimicos a las 24 y 72 h de preparacién de los
extractos. En bioensayos en campo realizados en dos etapas, se evaluo, en la primera fase (1), la
efectividad de HB y atrazinaen forma puray combinados en diferentes proporciones; en lasegunda
(I los cuatro mejores tratamientos de etapa | se evaluaron en un cultivo de maiz. La eficacia de
los tratamientos se evalué determindndose el porcentaje de cobertura de malezas, identificandose
ademas las especies presentes en cada tratamiento. El tamizaje fitogquimico indicd pérdidas de
metabolitos secundarios alas 72 h de elaboracion. Se encontraron diferencias significativas en los
bioensayosin vitro (p > 0.05), enlosefectosdelosHB sobrelagerminaciony longitud del talluelo
y en lalongitud de radicula (p < 0.05). En la etapa 1, los tratamientos de MB, HB combinados y
VD combinado con atrazina fueron los més eficaces en el control de arvense, alos 90 dias de la
primera aplicacion. Las maleza dominantes fueron Digitaria ischaemum y Sorghum halepens
(poéceas) y algunas fabaceas. En la etapa 2 |os tratamientos de HB combinadosy VD combinado
con atrazina presentaron un control cercano a 50% sobre la arvense, alos 44 d. Las especies
dominantes fueron Senna tora y Ballota nigra y la familia dominante fue fabacea. Los HB no
afectaron de forma negativa el crecimiento del maiz. Los HB combinados entre si y con atrazina

tuvieron un control de 50.0% sobre lamaleza alos 44 d.

Palabr as clave: Metopium brownei, Viguiera dentata, herbicida botanico, atrazina, maleza, maiz.
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8.2. Introduccion

El uso recurrente de herbicidas sintéticos como principal forma de control de arvenses provoca
resistencia, 1o queimplica que los agricultores deban realizar un aumento constante de las dosis de
aplicacion (Khan y Khan, 2015). Se ha comprobado que en EE.UU. en campos de soya tratados
constantemente con glifosato (N-(fosfonometil) glicina) las arvenses como Sorghum hal epense han
adquirido resistencia a este herbicida (Johnson et al., 2014). Deigual formalos herbicidas unavez
gue se aplican pueden contaminar cuerpos de agua causando dafios a especies no objetivas, por
otro lado en el suelo por sus caracteristicas xenobidticas, impiden la proliferacion de algunos
microorganismos benéficos, como los fijadores de nitrégeno y solubilizadores de fésforo
(Mahmood et al., 2015).

Situaciones de este tipo conducen a la necesidad de generar nuevas tecnologias agricolas y
sustentables para disminuir o evitar usar compuestos sintéticos (herbicidas) para permitir cuidar el

medio ambiente.

La alelopatia, es una caracteristica de las plantas que puede estimular o inhibir € crecimiento de
arvenses, a traves de la liberacion de metabolitos secundarios. El extracto de planta que libera
metabolitos secundarios son un sustituto adecuado de herbicidas sintéticos porque son menos
residuales y toxicos en el medio ambiente (Cheng y Cheng, 2015). Los metabolitos secundarios
han tomado importancia comercial e industrial porque proporcionan nuevos modelos para el
desarrollo de productos biodegradables como bioplagucidas (Edriss et al., 2012). Benvenuti et al.
(2017) y Anaya et al. (1999) probaron la respuesta aelopatica de metabolitos secundarios de
algunas plantas (Metopium brownei, Artemisia annua y Xanthium strumarium) que se pueden

aplicar como potencial es herbicidas botanicos en cultivos.

Sin embargo, los productos alel opaticos no pueden ofrecer |os resultados Optimos para el control
de arvenses en comparacion con herbicidas sintéticos, ya que € efecto aelopatico es de umbral
bajoy transitorio (Zhou et al. 2013; Cerda et al. 2019). Es por eso que |la combinacion de extractos
de plantas (herbicida botanico) y herbicidas sintéticos es una opcién para control de malezas ya
gue ofrece un efecto de mayor manejo para las arvenses en comparacion con aplicaciones de un
herbicida botanico solo (Razzaq et al., 2012; Jabran et al., 2010).

Metopium brownel (chechén) y Viguiera dentata (tgonal), son dos especies con propiedades

alelopéticas, con amplia distribucion en la Peninsula de Y ucatén. El objetivo de la investigacion
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fue la caracterizacion fisicoquimica y andlisis de la fitotoxicidad de herbicidas botanicos
preparados con extractos acuosos de M. brownei y V. dentata solos, combinados entre sy
combinados con dosis baas de atrazina (herbicida sintético), para determinar a través de
bioensayos in vitro y de campo sus efectos fitotoxicos y generar aternativas para el control de
malezas de laregion.
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8.3. Materialesy métodos

Lainvestigacién de campo se efectud en la Unidad Experimental rancho “Xamantlin™ perteneciente
al Instituto Tecnol 6gico de Ching, localizado en el Km 60.0 de la carretera China-Hool, en € estado
de Campeche, México latitud: 19°43'10.85"N vy altitud: 90°24'55.42"0O. En el misma unidad

experimental se presentan en abundancia las especies de Viguiera dentata y Metopium brownei.

El experimento se realizd en dos etapas, la primera etapa fue de febrero a mayo del 2019, en que
los extractos se aplicaron directamente al suelo sin cobertura vegetal (sin la presencia de cultivos
y a través de la eliminacion de maezas de forma manual); y la segunda etapa, de agosto a
noviembre del 2019, en que se estudié el efecto de los extractos en €l terreno con un cultivo de

maiz (con eliminacion de malezas de forma manud).

8.3.1. Elaboracion delos her bicidas botanicos

Se recolectd hojas de M. brownei y V. dentata, se almacenaron en bolsas de pléastico; se cortaron
en secciones de aproximadamente 5.0 cm por lado, para depositarlas en un contenedor de 40.0 L
de capacidad, al cual seleagregaron tres partes de agua corriente por cada parte de material vegetal
(V).

Se evaluaron 12 tratamientos de mezclas de M. brownei y V. dentata con atrazina (6-cloro-N-etil -

N’-(1-metiletil)-triazina-2,4-diamina) (Cuadro 5).

La relacion de los tratamientos se calculd con base en las concentraciones en la que se observé
efecto inhibitorio de la germinacion y desarrollo inicial de plantulas en Raphanus sativus (rabano)
y Lactuca sativa (lechuga) en condiciones controladas, como en un estudio en gue los herbicidas

botanicos se elaboraran de forma similar (Farooq et al., 2018).

La mezcla reposo 24 h atemperatura controlada (18 °C). Después, €l extracto resultante, se filtro

utilizando dos capas de gasa de algoddn colocadas sobre un embudo de plastico.

La atrazina se aplico con base en las dosis recomendadas por la Organizacion de las Naciones
Unidas parala Alimentacion y la Agricultura (FAO, 1996) dosis minima 1.0 kg haly méaxima 2.0
kg ha™.
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Cuadro 5. Descripcion de los tratamientos utilizados para la evaluacion del control de arvense. La

masa indicada se disolvié en un litro de agua corriente

Atrazina (g) M. brownei (g) V.dentata (g)

T1 100% agua 0.00 0.00 0.00
T2 100% MB 0.00 333.00 0.00
T3 100% VD 0.00 0.00 333.0
T4 1:1 MB:VD 0.00 166.50 166.5
T5 3:1 MB:AZ (min) 0.67 249.75 0.00
T6 3:1VD:AZ (min) 0.67 0.00 249.75
T7 100% AZ (max) 5.40 0.00 0.00
T8 100% AZ (min) 2.70 0.00 0.00
T9 3:1 MB:AZ (max) 1.35 249.75 0.00
T10 3:1VD:AZ (max) 135 0.00 249.75
T11 13 AZ (max) 1.35 0.00 0.00
T12 13 AZ (min) 0.67 0.00 0.00

MB: Extracto preparado a base de Metopium brownei; VD: Extracto preparado a base de Viguiera dentata; AZ (min):
AZ ala concentracion minima recomendada (1.0 kg hal); AZ (max): AZ en la concentracién méxima recomendada
(2.0 kg hat).

8.3.2. Tamizaj e fitoquimico de herbicidas botanicos

Se realiz6 un tamizaje fitoquimico de herbicidas botanicos de M. brownel y V. dentata para la
determinacion de metabolitos secundarios cualitativamente descritas por Rufai (2016) para: 1)
cumarinas; 2) flavonoides; 3) glicosidicos; 4) quinonas; 5) saponinas; 6) xantonas. Los metabolitos
se analizaron el primer diay el tercer dia para observar si en ese periodo de tiempo los herbicidas
botanicos perdian concentracion de metabolitos secundaros después de su elaboracion. Los
herbicidas se almacenaron en frascos de vidrio de 1 | de capacidad, sellados herméticamente,

protegidos de laluz utilizando papel de duminio, y conservadosa 18 °C.

8.3.3. Fitotoxicidad de los her bicidas boténicos sobr e semillas de Zea mays (maiz)
El experimento se realizo en una cabina de flujo laminar horizontal LABCONCO® (Missouri,
EE.UU.) modelo 37400-00 en las condiciones de fotoperiodo de 12.0 h de luz, temperatura de 25
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a 28 °C. Los tratamientos que se evaluaron son |os mismos que se describieron en la seccion dela
primera etapa (Cuadro 5), se emplearon tres repeticiones con cinco semillas en cada caja Petri de
10.0 cm de diametro, colocadas sobre un papel filtro con 3.0 ml de la solucién correspondiente a
cada tratamiento. Las semillas se regaron diariamente durante los 10 dias que se mantuvo el

experimento.

8.3.4. Evaluacion delos her bicidas

El sitio experimental fue de una superficie de 2160 m? fue dividido en 12 parcelas de 9.0 x 5.0 m,
con 1.0 m de separacion entre cada una. Para la evaluacion porcentual de la cobertura vegetal
ocupada por la malezas, cada parcela fue subdividida en 27 cuadrantes que constaban de 1.0 x 1.0

m.

La aplicacion sobre la superficie del suelo se realizo utilizando una bomba de aspersion con
rociador manual de mochila equipado con boquilla. Posteriormente |os efectos sobre el control de
las malezas se midié en cada uno de los tratamientos cualitativamente con un método visual (0 —
100%), Frans et al. (1986) citado por Raper et al. (2019). Evaluando el porcentaje de cobertura
vegetal de herbicidas boténicos solos o combinados con atrazina en las parcelas experimentales en

ausencia de cultivo.

8.3.4.1. Procedimiento de evaluacion de los her bicidas botanicosy atrazina en campo
Laaplicacion de los tratamientos en la primera etapa se realizo en tres ocasiones (8 y 20 de febrero
y 4 de abril del 2019), en las dosis indicadas para cada tratamiento (Cuadro 5).

La evaluacion visual del porcentaje de cobertura vegetal para el control de malezas se realizé en
cuatro muestreos a los 51, 64, 85 y 95 dias después de la primera aplicacién, en las 12 parcelas
experimentales, con la finalidad de comparar €l efecto fitotdxico de los herbicidas aplicados sobre

las arvenses mediante € calculo de la cobertura vegetal .

En ladeterminacién de laidentificacion de especies y familias se llevd a cabo mediante la guia en
linea de la CONABIO (2012), la identificacion por especies a través de claves dicotdmicas y la

aplicacion de naturalista (naturalista.mx).
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8.3.5. Evaluacion de los her bicidas botanicos y atrazina sobre un terreno cultivado

8.3.5.1. Siembra del cultivo

Lasiembradel maiz serealizd el 12 de agosto del 2019. En cada parcela se sembraron seis surcos,
con 1.0 m de separacion entre cada uno, 2 semillas en cada orificio de siembra, con una separacion
de aproximadamente 30.0 cm entre cada orificio, para un total de 72 semillas por tratamiento. La
fitotoxicidad de los tratamientos sobre el maiz, se analizd a los 46 dias post-siembra, segin €l
porcentgje de germinacion por parcela, la altura de las plantas y € nimero de hojas, utilizando

como unidad de muestreo el promedio de 5 plantas seleccionadas de forma al eatoria.

8.3.5.2. Aplicacion y valuacion de los herbicidas

La aplicacion de los tratamientos en la segunda etapa se realizd en cuatro ocasiones (8, 15, 26 de
agosto y 2 de octubre del 2019), en las dosis indicadas para cada tratamiento (Cuadro 5). La
segunda evaluacion visual del porcentgje de cobertura vegetal se realizd en las parcelas

experimental es contando con dos repeti ciones para cada uno de | os cuatro tratamientos a eval uados.

Los tratamientos usados en la segunda etapa son |os cuatro de mejor rendimiento de la primera
etapa: T2) 100% MB; T4) 1:1 MB:VD; T6) 3:1 VD:AZ (min); T10) 3:1 VD:AZ (max). Deigua formase
aplico un control y un testigo como la primera etapa: T7) 100% AZ (max); T8) 100% AZ (min); T1) 100%
agua.

Para la aplicacion de los tratamientos en las dos etapas (sin cultivo y con cultivo) se realizaron
entre las 17:00 y 18:00 h para evitar la volatizacion, retener y adsorber en el suelo los herbicidas.
Antes de cada aplicacion de |os tratamientos, |as parcelas experimental es se prepararon con riego
previo para humectar el suelo e impedir que los herbicidas botéanicos sean adsorbidos por €l suelo

y no evite que esté disponible. Las parcelas se regaron dos dias a la semana, por dos horas.

El nivel de control de arvenses de herbicidas se determiné de formavisual asignando un porcentaje
en cuatro muestreos a los 22, 44, 65 y 73 dias después de la primera aplicacién y se calcul6 €l
porcentgje por especiey familia

8.3.6. Disefio Experimental

El efecto fitotoxico sobre las semillas de maiz in vitro fue evaluado para cada tratamiento en las
variables de germinacion, longitud deradiculay longitud de talluel o. Se estimé de formacualitativa

(porcentgje de forma visual) la efectividad de los tratamientos en la etapa sin cultivo (12
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tratamientos) y, con cultivo (7 tratamientos) Los datos porcentaje visual se transformaron de forma
angular, arco seno. Se evalud lafitotoxicidad de los tratamientos de |a etapa con cultivo sobre las
plantas de maiz siendo las variables el porcentgje de germinacion, altura de la plantay numero de
hojas. Los datos fueron sometidos a andlisis de varianza (ANOV A) se utiliz6 una prueba (Tukey;
p < 0.05) para comparar las medias de los tratamientos con el paquete estadistico Minitab® 17
(Pensilvania, EE.UU).
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8.4. Resultados y discusion

8.4.1. Tamizaje fitoquimico de los her bicidas botanicos

En laprueba M2 (72 h después de su elaboracion) |os metabolitos secundarios quinonas y xantonas
tuvieron una pérdida de concentracion pasando de concentracion moderada a concentracion baja
del herbicida botanico de Metopium brownei (MB). El resto de metabolitos (cumarinas,
flavonoides, glicosidicos, saponinas y taninos) se mantuvo en la misma concentracion que en la
prueba M1 (24 h después de su elaboracién) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Clasificacion cualitativa del contenido de |os principal es metabolitos identificados a

través del tamizaje fitoquimico de los herbicidas botanicos.

Metabolitos M1 M2 V1 V2
Cumarinas - - T+ ;

Flavonoides ++ ++ ++ ++
Glicosidicos - - - -
Quinonas ++ + - -
Saponinas - - - -

Taninos + + ++ ++
Xantonas ++ + ++ -

M1: Herbicida botanico de Metopium Brownei (24 h), M2: Herbicida botanico de Metopium brownei (72 h), V1.
Herbicida botanico de Viguiera dentata (24 h), V2: Herbicida botanico de Viguiera Dentata (72 h); Alta concentracion

(+++); concentracién moderada (++); baja concentracion (.); ausencia (.)

El herbicida botanico de Viguiera Dentata (VD) en la prueba V2 (72 h después de su elaboraci én)
perdié concentracion de metabolitos, los metabolitos cumarinas y xantonas pasaron de
concentracioén moderada a estar ausentes. El resto de |os metabolitos de la prueba V2 permanecio
con las mismas concentraciones delaprueba V1 (24 h después de su elaboracion) durante el tiempo

experimental (Cuadro 6).

En condiciones controladas de radiacion solar, temperatura (20 °C) y con los frascos sellados la
estabilidad de los metabolitos secundarios presentes en los 2 herbicidas botanicos sufrieron
cambios en la concentracion a las 72 h. Sin embargo, la disminucién en la concentracion pudo
deberse a que la temperatura de almacenamiento no fue adecuada para los herbicidas botanicos.
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Cork y Krockenberger (1991) evaluaron las condiciones Optimas para € amacenamiento de
taninos y otros fendlicos (metabolitos secundarios) del follgje de arboles, se comprobd que las
condiciones Optimas de almacenamiento del extracto fueron atemperaturade 4 °C y con luz solar

indirecta, comparado con |las condiciones de almacenamiento en temperatura ambiente.

Otro factor que pudo influir en e cambio de concentracion de |os metabolitos secundarios fue el
método de extraccion. Cortés-Rojas et al. (2016) estudiaron la estabilidad fisicoquimica de una
composicion secada por atomizacion optimizada a partir de un extracto de Bidens pilosa (planta
medicinal), los autores concluyeron que € secado por pulverizacion es un método efectivo para
almacenamiento en sobres sellados de un periodo de aproximadamente 1 afio en condiciones de
temperatura de 14 — 25 °C.

8.4.2. Andlisisfitotdxico in vitro de maiz (Zea mays)
Se evalud con un bioensayo €l efecto fitotoxico in vitro en semillas de maiz de | os tratamientos de
la primera etapa. Los resultados en el porcentgje de germinacion de semillas de maiz no mostro

diferencias estadisticas entre tratamientos (p > 0.05) (Figural).
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Figura 1. Porcentaje de germinacion, longitud de radiculay longitud de talluelo en funcion de los herbicidas

aplicados

Por otro lado, al comparar €l efecto de los tratamientos sobre la longitud de radicula, si fueron
observadas diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre el tratamiento T1 (100%
agua) con 2.38 cmy T12 (/3 AZ min) con 0.90 cm y no se detectaron estadisticas diferentes con
relacion al tamario del talluelo (p > 0.05) (Figura 1).
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Estosresultados del cultivo de maiz indican que no es afectado en su germinacién por |os herbicidas
botanicos, pero podria afectar de forma negativa € crecimiento de la radicula porque en
comparacion con el tratamiento T1 (100% agua) el resto de los tratamientos, a excepcion del
tratamiento T4 (1:1 MB:VD), registraron aproximadamente menos del 40.0% de longitud de

radicula.

8.4.3. Evaluacion de los her bicidas botanicos en suelo sin vegetacion
Las familias poaceae y fabaceae fueron las de mayor abundancia en todos los tratamientos, |as
especies dominantes en las parcelas experimentales fueron las siguientes: Digitaria ischaemum,

Senna tora y Sorghum halapense.

Enrelacion con el porcentaje de coberturavegetal, en el andlisis estadistico de los cuatro muestreos
se encontraron diferencias (p <0.05): M1, M2, M3y M4 alos51, 64, 85y 95 dias respectivamente
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Porcentgje de cobertura vegetal en funcion del herbicida: Etapa 1

Tratamientos Relacion entre M1 M2 M3 M4
herbicidas

T1 100% agua 29.3 + 2.46 abc 292+213a 30.3+1.83a 28.5 + 2.14 cdef
T2 100% MB 214+ 154b 24.7 + 1.36 abcd 23.7+1.35abc 22.8 + 1.50 efg
T3 100% VD 222+ 2.33b 24.8 + 2.23 abcd 253+ 2.26ab 38.2+2.27ab
T4 1:1 MB:VD 20.4 = 1.79 cde 207176 cd 19.4 £ 2.11 bcd 21.1+1.76fg
T5 3:1 MB:AZ (min) 30.1+1.75ab 311+175 a 31.7t18la 30.1 = 1.75 bcde
T6 3:1VD:AZ (min) 20.9 + 2.74 cde 194+ 137d 14.0+£0.50d 183+ 1.14¢
T7 100% AZ (max) 335+270a 24.9 + 2.85 abcd 26.3+2.09ab  32.3+2.68 abcd
T8 100% AZ (min) 27.4 + 1.85 abcd 285+ 1.78 abc 21.2 + 1.44 bed 39.2+209a
T9 3:1 MB:AZ (max) 194+ 1.39de 24.1 +1.80 abcd 242+ 201labc 31.1+2.10abcde
T10 3:1VD:AZ (max) 216+1.27b 22.8 £ 1.31 bcd 22.0+ 1.25 bed 22.9+1.30 efg
T11 1/3 AZ (max) 26.4+1.82abcde  24.8 + 1.40 abcd 19.4 + 1.10 bcd 36.3+ 1.41 abc
T12 1/3 AZ (min) 176+1.11e 180+ 1.11d 171+234cd  26+0.88defg

*Medias con la misma literal no son estadisticamente diferentes. Los valores son promedios + EE (prueba de Tukey
al 0.05 de probabilidad).
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El andlisis estadistico demostré que en € M4 alos 95 d los tratami entos T2 (100% MB), T4 (1:1
MB:VD), T6 (3:1 VD:AZ min) y T10 (3:1 VD:AZ max) resultaron los de mejor eficienciaen el
control de arvenses con porcentajes de cobertura vegetal de 22.8, 21.1, 18.3y 22.9% (Cuadro 7).

El efecto del tratamiento T2 (100% MB) se pudo deber a efecto delamoléculaurushiol combinado
con los flavonoides que se encuentra en las hojas de M. brownei, en este sentido, Anaya et al.
(1999) reportaron que € extracto de M. brownei tiene efectos fitotoxicos sobre las arvenses

Echinochloa crus-galli y Amaranthus hypochondriacus.

En los tratamientos T6 (3:1 VD:AZ min) y T10 (3:1 VD:AZ max) se encontrd que tenian
diferencias significativas en € control de malezas con respecto alos tratamientos T3 (100% VD),
T11 (/3 AZ max) y T12 (/3 AZ min) (Cuadro 7). La respuesta de control de malezas se pudo
deber a un efecto sinérgico entre los componentes del herbicida atrazinay herbicidabotanico de V.
dentata (Farooq et al. 2018; Farooq et al. 2014; Razzaq et al 2012; Jabran et al., 2010).

En el andisis estadistico, el tratamiento T4 (1:1 MB:VD) tuvo diferencias significativas con el
tratamiento T2 (100% MB) y T3 (100% VD). El tratamiento T4 (1:1 MB:VD) tuvo un efecto
inhibidor 21.0% mayor en las arvenses en comparacion con los tratamientos T2 (100% MB) y T3
(100% VD) con 36.1y 22.8% esto se pudo deber ala sinergia entre |os metabolitos secundarios de
los dos herbicidas boténicos (M. brownei y V. dentata) (Majeed y Muhammad, 2018; Benvenuti et
al., 2017).

Se observé que los tratamientos T2 (100% MB), T4 (1:1 MB:VD), T6 (3:1 VD:AZ min) y T10
(3:1VD:AZ max) fueron diferentes en el control de atrazinaen susdosispuras T7 (100% AZ max)
y T8 (100% AZ min), eso significa que los tratamientos T2 (100% MB), T4 (1:1 MB:VD), T6 (3:1
VD:AZ min)y T10 (3:1 VD:AZ max) controlaron mejor las arvenses (Cuadro 7). No obstante, esto
se pudo deber a la influencia de las condiciones climatol égicas como € calor y temperatura que
afectaron el efecto de los tratamientos, se ha reportado que algunos plaguicidas de origen vegetal
tienen periodos de vida cortos en condiciones de campo (Cavoski et al., 2007; Cleveland et al.,
2002; Stark y Walter, 1995). Los muestreos (M1 - M4) en todos | os tratamientos no superaron €l
40.0% de cobertura vegetal y entre todos los tratamientos las diferencias del porcentge de
cobertura vegetal fueron de entre el 10.0 y 15.0%. Esta situacién se puede atribuir a dos factores
externos que pudieron intervenir en el porcentgje reducido de cobertura vegetal encontrado en las

parcelasexperimentales. (1) las atastemperaturas de Campeche (30 a 35 °C) que pudieron degradar
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algunos de los tratamientos (incluida atrazina), y (1) las lluvias escasas que se reportan en esa

temporada que no permite desarrollar alas arvenses con facilidad (WheatherSpark, 2018).

Abouziena et al. (2014) Por otro lado las mal ezas anual es usan hasta tres veces mayor cantidad de
aguapara producir 0.5 kg de materia seca en comparacion con los cultivos como maiz; delamisma
formael aumento de densidad de las mal ezas esta rel acionada directamente con la cantidad de agua
disponible del suelo, debido a que a menor cantidad de agua menor densidad de malezas lo que

provoca escasa cantidad de cobertura vegetal.

8.4.4. Evaluacion de los her bicidas botanicos con un cultivo de maiz
Lafamiliafabaceae fue la de mayor abundanciaen todos | os tratamientos, |as especies dominantes

en las parcelas experimental es fueron: Sennatora y Ballota nigra.

A travésdel andlisis estadistico de |os datos obtenidos en la cobertura vegetal se comprobé que los
muestreos M1, M2, M3y M4 alos 22, 44, 65 y 73 d eran estadisticamente diferentes (p <0.05)
(Cuadro 8).

El tratamiento T1 (AZ 100% max) tuvo diferencias significativas en los cuatro muestreos (M1 'y
M4) por lo que fue el més efectivos en el control de maleza (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentgje de cobertura vegetal en funcién del herbicida: Etapa 2

Tratamientos Relacion entre M1 M2 M3 M4
herbicidas
T1 100% AZ (max) 143+091d 202+1.67d 26.1+227d 23.0+208d
T2 100% AZ (min) 31.7+202ab 196+1.88d 482+355c 29.0+3.17d
T3 3:1VD:AZ (max) 222+123c 417+202c 363+222d 450+213c
T4 3:1VD:AZ (min) 265+129bc 544+175b 505+156c 459%247c
T5 1:1MB:VD 369+16la 457+216bc 699+225a 59.3+236b
T6 100% MB 329+1.13a 63.7+282a 774+203a 689+200a
T7 100% agua 366+151la 715+213a 699+210b 69.3+2.08a

*Medias con la misma literal no son estadisticamente diferentes. Los valores son promedios + EE (prueba de Tukey
al 0.05 de probabilidad).
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Por otro lado se pudo observar que en los muestreos M2, M3 y M4 en |los tratamientos T3 (3:1
VD:AZ max) T4 (3:1 VD:AZ min) y T5 (1:1 MB:VD) tuvieron porcentajes menores al 55.0% de
cobertura vegetal, y tuvieron diferencias estadisticas en los tratamientos T6 (100% MB) y T7
(100% agua) (Cuadro 8). En el porcentgje de cobertura vegetal de entre los tratamientos T3 (3:1
VD:AZ max), T4 (3:1 VD:AZ min) y T5 (1:1 MB:VD) que contenian herbicidas botanicos y
atrazinaenlosM2, M3y M4 €l tratamiento T3 (3:1 VD:AZ max) tuvo diferencias significativas y

controlo de forma eficiente | as arvenses.

Se encontré que los tratamientos T3 (3:1 VD:AZ max) y T4 (3:1 VD:AZ min) en el M3y M4
controlaron las arvenses con porcentgjes de cobertura vegetal menor al 50.0% y diferentes
estadisticamente que lostratamientos T5 (1:1 MB:VD), T6 (100% MB) y T7 (100% agua) (Cuadro
8). Sin embargo, los tratamientos T3 (3:1 VD:AZ max) y T4 (3:1 VD:AZ min) no tuvieron un
mayor control que los tratamientos T1 (AZ 100% max) y T2 (100% AZ min) en el muestreo M3y
M4 (Cuadro 8).

En e T3 (3:1 VD:AZ max) y T4 (3:1 VD:AZ min) pudo presentar una sinergia debido a la
interaccion entre los componentes quimicos de la atrazina, que podrian tener una accion de apoyo
en su efectividad con los herbicidas botanicos que afectd negativamente el crecimiento de las
diferentes especies de arvenses. Algunos investigadores también han informado que la
combinacién extractos al el opaticos combinados con herbicidas sintéticos son una herramienta Gtil

en el manegjo de arvenses (Razzag et al., 2012; Farooq €t al., 2018).

Razzaq et al. (2012) comprobaron que la combinacion de extractos a base de agua de girasol
combinado con cultivo alelopético de sorgo en dosis de 18 | hal, afiadiendo dosis reducidas
(70.0%) de mesosulfuron (Acido 2 - [(4,6-dimetoxipirimidin-2-il) carbamoilsulfamoil] -4-
(metanosulfonamidometil) benzoico) + iodosulfuron (Acido 4-yodo-2- [(4-metoxi-6-metil-1,3,5-
triazin-2-il) carbamoilsufamoil] benzoico) (Atlantis 12 EC) a 36 g as ha-*, metribuzina (4-amino-
6- terc-butil-3-metilsulfanil-1,2,3-triazin-5-ona) + fenoxaprop (Acido 2-[4-[(6 cloro-1,3-
benzoxazol-2-il) oxi] fenoxi] propancico) (Bullet 38 SC) a 57.0 g as ha?, y mesosulfuron +
idosulfuron (Atlantis 3.6 WG) a 4.3 g as ha'l, redujeron € peso seco total de malezas en un 93.0,

92.0 y 90.0%, respectivamente, sobre el control de arvenses.

Farooq et al. (2018) evaluaron extractos de sorghum y plantas del genero brasicca (16 | hal)
combinado con dos herbicidas sintéticos. Pendimetalina (3,4-dimetil-2,6-dinitro- N —pentan -3-
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ilanilind) y S-Metacloro (2-cloro- N — (2 etil-6-metilfenil) — N — [(2 S) — 1 —metoxipropan-2-il]
acetamida) (0.41 kg a.i. ha?) los resultados observados fueron del mismo nivel de reduccién de

mal ezas y mejoramiento de cultivos que con aplicaciones de herbicidas sintéticos.

El T5 (1:1 MB:VD) tuvo diferencias significativas con el tratamiento T4 (3:1 VD:AZ min) y mejor
control en e porcentge de cobertura vegetal de 45.7 y 54.4% respectivamente en el M2. El
resultado indica que pudo deberse a la asociacion de los dos herbicidas botanicos que contienen
diferentes metabolitos se pudo complementar en cada uno de los dos herbicidas botanicos y
aumentar su efecto de M. brownei de forma que aporto quinonas y xantonas a la disolucion y V.
dentata contribuyo con cumarinas y causar efectos negativos en determinada arvense. Algunos
investigadores han informado que los extractos alelopaticos se pueden aplicar para mangar

arvenses. Sin embargo, se ha probado solo in vitro (Anaya et al., 1999; Benvenuti et al., 2017).

En € tratamiento T6 (100% MB), se observé 32.9% de cobertura vegetal en € M1 alos 22 dias
pero a partir del M2 el porcentaje se incrementd hasta € 63.7% de cobertura vegetal y se
mantendria entre el 60.0'y 80.0% de coberturavegetal hastael M4 (Cuadro 8). El efecto transitorio
del tratamiento T6 (100% MB) pudo deberse al efecto degradador del medio ambiente en los
herbicidas botanicos. Hay autores que atribuyen el efecto transitorio de los productos como
herbicidas boténicos debido a la accion de las condiciones ambientales (por gemplo: luz, calor y
microorganismos) (Cerda et al. 2019; Zhou et al. 2013; Barrek et al., 2004).

Cerda et al. (2019) evaluaron la actividad de insecticidas botanicos de cuatro especies de plantas
(Xanthosoma purpuratum, Clibadium sp, Witheringia solanacea L"Hér y Dieffenbachia costata)
de la Amazonia ecuatoriana en condiciones de campo. Los autores observaron que losinsecticidas
botanicos tuvieron un efecto inhibidor en los insectos en los 5 primeros dias sin embargo el dia 7
y 15 después de la aplicacion los efectos de los insecticidas botanicos fue igual a testigo. Los
autores atribuyen este efecto transitorio alas condiciones ambientales (calor y temperatura). Dela
mismaformaZhou et al. (2013) demostraron que el insecticida botanico rotenona (que es extraido
de Lonchocarpus utilis, contiene rotenoides e isoflavonoides) a ser aplicado en condiciones de

campo tenia unavida media (DTso) de 2 a3 dias.
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8.4.4.1. Anadlisisfitotoxico de los herbicidas botanicos sobre el desarrollo de Zea maysen
campo
El porcentaje de germinacion, e nuimero de hojas y altura del maiz fueron estadisticamente

diferentes en todos | os tratamientos (p <0.05) (Figura 2).

Los tratamientos T5 (1:1 MB:VD), T6 (100% MB) y T7 (100% agua) son estadisticamente
diferentes en el porcentgje de germinacion que € resto de tratamientos sin embargo, €l porcentagje
de germinacion fue del 100% en el T5 (1:1 MB:VD) y T6 (100% MB) en comparacion con €
tratamiento T7 (100% agua) con 85%. Los tratamientos T5 (1:1 MB:VD) y T6 (100% MB) con
64.9 y 67.4 cm fueron diferentes estadisticamente en la atura de la planta que € resto de los
tratamientos. El promedio de hojasdel tratamiento T6 (100% M B), fue significativamente diferente

gue €l resto de tratamientosy promedié 11 hojas por planta siendo el de mayor numero (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de germinacion, altura de la planta y nimero de hojas en maiz en funcién del tipo de herbicida
aplicado

Los resultados indican que algunos metabolitos secundarios de los herbicidas botanicos tienen
efectos alel opéti cos que son positivos sobre el crecimiento del maiz. Farooq et al. (2014) reportaron
gue el efecto aelopatico de tabaco, en un cultivo de maiz después de establecer cultivos de
Nicotiana tabacum y con aplicaciones externas, mejoro la emergencia de hojas, altura de la planta

y tasa de crecimiento de un cultivo de maiz.
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Las deducciones observadas a los 47 dias después de redizar la siembra demostraron que la
atrazina en dosis maxima fue la que causd mayor efecto negativo de entre todos los tratamientos
sobre el crecimiento de las plantas de maiz, en 2 variables (germinacion y altura del maiz) (Figura
2). El tratamiento T5 (1:1 MB:VD) fue el menor estadisticamente y promedio el menor nimero de

hojas por planta.
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8.5. Conclusiones

A pesar de que los herbicidas botanicos (Metopium. brownei y Viguiera. dentata) pierden
concentracion de metabolitos secundarios cuando estan expuestos a condiciones ambientales al
pasar 72 horas, se comprobo que el uso de herbicidas botanicos combinados entre s y combinados
con dosis reducidas de atrazina pueden disminuir la poblacion de arvenses hasta en un 50% a los
50 primeros dias de su aplicacion, de la misma forma se pueden realizar aplicaciones de herbicidas
botanicos antes y durante la siembra del maiz sin tener efectos negativos en la altura'y porcentgje
de germinacion. Estos resultados proporcionan una opcién efectiva del uso combinado de
herbicidas botanicos con un herbicida sintético y podrian ser incluidos como herramienta del
Manejo Integrado de Plagas (MIP) de forma que proporcionaseguridad alimentariay disminuye la
posibilidad de resistencia de las malezas.
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9. Conclusionesfinales
Se necesita ampliar la investigacion de la eficacia y efectos de bioplaguicidas en el suelo
debido a que no hay la suficiente informacion y la cantidad de bioplaguicidas investigada es

reducida en 4 (rotenona, spinosad, azadirectinay Bacillus thuringiens's).

Hay evidencia de que los bioplaguicidas investigados en la presente revision no producen
efectos secundarios negativos en el suelo debido a que su periodo de degradacion es muy
corto, y presenta solo efectos negativos en especies objetivas. Sin embargo, en cada caso
particular de cada bioplaguicida, se sugiere indagar mas en la investigacion, ya que cada
compuestos podria sugerir resultado diferentes para |os organismos que conforman al suelo

y €l destino final de los compuestos secundarios.

Asimismo se encontrd gue las técnicas analiticas avanzadas como UHPLC y QUEChERS
permiten analizar compuestos de degradacion rapida como los bioplaguicidas. También,
estos analizadores permiten realizar analisis en periodos de tiempo cortos. Por g emplo:
QUEChERS permite extracciones simples y de alto rendimiento en muestras de suelo y
UHPLC reduce € tiempo del andlisis en comparacion con HPLC lo que permite acelerar 1os
andisis.

Por su parte lainvestigacion realizada en campo del efecto de los herbicidas botanicos a base
de Metopium. brownei y Viguiera. Dentata dejo evidencia de que estos compuestos se
presentan como una opcion en e mango de arvenses. Estos dos herbicidas botanicos
combinados entre s y combinados con dosis reducidas del herbicida atrazina redujeron en
50% la poblacion de arvenses en los primeros 50 dias de aplicacion. Estos resultados
permiten que |os herbicidas botanicos se incluyan como potencial herramientaen el Manegjo
Integrado de Plagas (MIP) de forma que proporciona seguridad alimentariay disminuyan la

posibilidad de resistencia de las malezas.
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