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RESUMEN GENERAL

PATOSISTEMA Capsicum spp. — Fusarium spp.: DIVERSIDAD DE ESPECIES
Y SU PAPEL EN LA MARCHITEZ DEL CHILE

La marchitez del chile asociada a Fusarium spp. constituye un patosistema
altamente dinamico, determinado por la interaccién entre la variabilidad genética
del patdgeno y la respuesta diferencial del hospedante. En este estudio se evalué
la virulencia de especies de Fusarium en cuatro variedades de Capsicum annuum
y Capsicum chinense, especies importantes para México mediante ensayos en
semillas y plantulas. Se realizaron parametros de incidencia, severidad y efectos
en el desarrollo vegetal. Paralelamente, se determind el potencial antagonista
de Trichoderma asperellum, T. virens y T. harzianum bajo esquemas de
confrontacion dual, evidenciando diferencias en su capacidad inhibitoria. La
identidad de los aislados de Fusarium fue validada mediante PCR-RFLP del
gen tef-7a. Los resultados evidencian una marcada variabilidad en la agresividad
de Fusarium spp. y en la eficacia de Trichoderma, resaltando la importancia de
enfoques integrados para el manejo sostenible de la marchitez en Capsicum.

Palabras clave: Fusarium spp., Capsicum spp., Trichoderma spp.,
patogenicidad, control biol6gico, antagonismo.

Tesis de Maestria en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Alejandro Jonathan Garcia Carifio
Director de Tesis: Dra. Ernestina Valadez Moctezuma
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ABSTRACT
Capsicum spp. — Fusarium spp. PATHOSYSTEM: SPECIES DIVERSITY ON

CHILI WILT

Fusarium spp. wilt in chilli peppers constitutes a highly dynamic pathosystem,
determined by the interaction between the genetic variability of the pathogen and
the differential response of the host. In this study, the virulence of different
Fusarium species was evaluated in four varieties of Capsicum annuum and
Capsicum chinense, which are important species for Mexico through seed and
seedling trials. Parameters of incidence, severity and effects on plant
development were calculated. In parallel, the antagonistic potential of
Trichoderma asperellum, T. virens, and T. harzianum was determined under dual
confrontation schemes, revealing differences in their inhibitory capacity. The
identity of the Fusarium isolates was validated by PCR-RFLP of the tef-1a gene.
The results show marked variability in Fusarium spp. aggressiveness and
Trichoderma efficacy, highlighting the importance of integrated approaches for
the sustainable management of wilt in Capsicum.

Keywords: Fusarium spp., Capsicum spp., Trichoderma spp., Pathogenicity,
biological control, antagonism.

Thesis of Master in Science in Horticulture, Autonomus University of Chapingo
Author: Alejandro Jonathan Garcia Carifio
Advisor: Dra. Ernestina Valadez Moctezuma
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1 INTRODUCCION GENERAL

Las interacciones entre los hongos fitopatégenos y sus hospedantes constituyen
un elemento central para comprender el desarrollo y la dinamica de las
enfermedades agricolas, debido a los procesos fisiologicos, bioquimicos y
genéticos que determinan la susceptibilidad o la resistencia vegetal (Agrios,
2005). En el caso de la marchitez del chile, el patosistema Fusarium spp. —
Capsicum spp. representa un sistema complejo debido a la diversidad de
especies involucradas, a sus mecanismos de patogenicidad y a la variabilidad
genética presente tanto en el patdbgeno como en el hospedante (Leslie &
Summerell, 2006). Fusarium es un género caracterizado por su alta plasticidad
genética, amplia distribucion en suelos agricolas y capacidad de adaptacion a
distintas condiciones ambientales, lo que facilita la colonizacion de tejidos
vegetales, la evasion de defensas y el desarrollo de marchitez vascular y

pudricion radicular (O’'Donnell et al., 1998).

El cultivo de chile (Capsicum spp.) posee una gran relevancia agricola,
nutricional, econémica y cultural a nivel mundial, siendo México uno de los
principales centros de origen y diversificacion del género (Pathirana, 2013). La
marchitez es considerada una de las enfermedades mas problematicas para el
cultivo de chile, debido a que puede provocar pérdidas de produccion cercanas
al 40 %. Esta situacion ha llevado incluso a que en algunas regiones productoras
se reduzca la superficie destinada al cultivo. Generalmente, la enfermedad se
desarrolla con mayor facilidad cuando existen condiciones de exceso de
humedad en el suelo, ya sea por riegos abundantes o por lluvias intensas. Las
plantas afectadas comienzan a mostrar sintomas de marchitamiento,
acompafados por un oscurecimiento en la base del tallo. Con el avance de la
enfermedad, los frutos también resultan afectados, presentando deshidratacién,

arrugamiento y finalmente pudricion (Pernezny et al., 2003).



Si bien Fusarium oxysporum ha sido histéricamente identificado como un agente
asociado a la marchitez, diversos estudios han demostrado que el patosistema
incluye multiples especies de Fusarium con distintas estrategias de infeccion,
virulencia e interacciones biologicas que pueden coexistir en el suelo o en tejidos
afectados (O’'Donnell et al., 2008). Estas interacciones incluyen competencia por
nicho, antagonismo, sinergias metabolicas y respuestas diferenciadas frente a
compuestos de defensa sintetizados por el chile, lo que contribuye a variaciones
en la severidad de la enfermedad y dificulta la implementacién de estrategias de

manejo eficaces (Dean et al., 2012).

Dentro de este sistema, los hongos benéficos del
género Trichoderma desempefian un papel relevante como antagonistas
naturales de patdégenos del suelo. Trichoderma spp. posee mecanismos de
accion multifactoriales, como micoparasitismo, antibiosis, competencia por
espacio y nutrientes, produccién de enzimas hidroliticas e induccion de
respuestas de defensa en la planta (Druzhinina et al., 2011). Su presencia en la
rizosfera puede modificar significativamente la interaccion del patégeno con el
chile, regulando la colonizacién, la progresion de la enfermedad y la expresion
de genes asociados a la resistencia o0 a la susceptibilidad vegetal (Mukherjee et
al., 2013).

El andlisis de estas relaciones es fundamental para comprender la dindmica
ecologica del patosistema y su impacto en la fisiologia del cultivo. En este
contexto, el presente estudio se enfoca en caracterizar la interaccion
entre Fusarium spp., Capsicum spp. y Trichoderma spp. mediante
aproximaciones morfologicas, fisiolégicas y genéticas que permitan esclarecer
los mecanismos de patogenicidad, antagonismo y coadaptacion que determinan
la severidad de la marchitez del chile. Esta informacién es esencial para avanzar
hacia estrategias integradas de manejo y para comprender los procesos
evolutivos que sustentan las interacciones entre patdgenos, hospederos y

microorganismos benéficos en agroecosistemas complejos (Ploetz, 2015).



1.1 Justificacion

La marchitez del chile constituye una de las enfermedades mas limitantes para
la produccién de Capsicum spp., debido a las pérdidas que ocasiona tanto en
rendimiento como en calidad del fruto en diversas regiones productoras del
mundo, particularmente en sistemas intensivos de cultivo (Zhang et al., 2013).
Tradicionalmente, Fusarium oxysporum ha sido considerado el principal agente
etiologico asociado a este sindrome; sin embargo, estudios recientes han
demostrado que otras especies del género Fusarium pueden coexistir en el
mismo nicho ecoldgico y participar de manera conjunta en el desarrollo y
severidad de la enfermedad, conformando complejos patogénicos mas dinamicos

de lo que se pensaba inicialmente (O’Donnell et al., 2013).

La elevada diversidad genética del género Fusarium y su notable capacidad de
adaptacion a diferentes hospederos y condiciones ambientales explican su éxito
como patdgeno en numerosos agroecosistemas. Esta variabilidad se asocia con
la presencia de distintos factores de patogenicidad, como la produccién de
micotoxinas, enzimas degradadoras de la pared celular y proteinas efectoras que
interfieren con los mecanismos de defensa de la planta (Ma et al., 2010). En chile,
la expresion de la enfermedad depende en gran medida de la interaccion
especifica entre el genotipo del hospedante y la identidad del aislado patogénico,
asi como de las condiciones del suelo y del microbiota asociada a la rizosfera
(Gordon, 2017).

El analisis detallado de estas interacciones resulta fundamental para comprender
los procesos que determinan la patogenicidad y la agresividad dentro del
complejo Fusarium en Capsicum spp. Este enfoque permite identificar las
especies con mayor capacidad de causar dafio y reconocer los factores
moleculares y ecoldgicos que modulan la dinAmica de la enfermedad en campo
(O’Donnell et al., 2013).



1.2 Hipbtesis

1.2.1 Ensayos de patogenicidad

Existen diferencias significativas en la severidad de la marchitez y/o en los
efectos fisiolégicos inducidos por las distintas especies de Fusarium en las

variedades de Capsicum spp. debido a que pertenecen a diferentes especies.
1.2.2 Pruebas de antagonismo

Trichoderma asperellum, T. virens y T. harzianum difieren en su capacidad
inhibitoria sobre el crecimiento micelial de las especies de Fusarium bajo

confrontacion simultanea y/o desfasada.
1.2.3 Analisis de polimorfismo mediante PCR-RFLP.

Los patrones de restriccion obtenidos mediante RFLP del amplicén tef-1a en
condiciones de laboratorio e in silico, permiten diferenciar y confirmar la identidad

taxonomica de las especies de Fusarium utilizadas en los ensayos.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivos generales

+ Evaluar el comportamiento patogénico de diversas especies
de Fusarium asociadas a la marchitez del chile, mediante ensayos de
infeccion en semillas y plantas de Capsicum spp., con el fin de determinar
niveles de virulencia, susceptibilidad varietal y efectos fisioldgicos
inducidos durante el proceso infeccioso.

* Determinar la capacidad antagonista de Trichoderma asperellum,
Trichoderma virens y Trichoderma harzianum frente a diferentes especies
de Fusarium, mediante pruebas de confrontacion dual desfasada y

simultanea, en condiciones in vitro.



1.3.2

Corroborar la identidad taxondmica de las especies
de Fusarium empleadas en los ensayos patogénicos mediante analisis
PCR-RFLP, tanto in vitro (digestion enzimética del amplicon tef-1q)
como in silico (simulacién computacional de patrones de restriccion), con
el fin de validar su correspondencia con las secuencias de nucleétidos
previamente obtenidas y asegurar la confiabilidad de los estudios de

virulencia y antagonismao.

Objetivos especificos

Cuantificar la severidad y progresion de la marchitez causada por cada
especie de Fusarium en cinco variedades de Capsicum spp., utilizando
escalas cuantitativas y pardmetros morfolégicos estandarizados.

Evaluar el impacto fisiologico de la infeccion mediante la medicién de
mortalidad, altura y vigor de plantulas inoculadas con cada especie
de Fusarium.

Evaluar y comparar la respuesta de los genotipos de chile Jalapefio,
Serrano, Poblano, Guajillo y Habanero frente a los aislados patogénicos
mediante la cuantificacion de la incidencia, severidad, progreso de la
enfermedad y su efecto en las variables agrondémicas, con el fin de
identificar materiales con resistencia o tolerancia natural.

Determinar la inhibicion del crecimiento micelial de las especies
de Fusarium frente a T. asperellum, T. virens y T. harzianum mediante
confrontacion dual simultanea y desfasada.

Comparar la eficacia antagonista entre los tres tratamientos
de Trichoderma, evaluando la influencia del tiempo de implantacion del
antagonista sobre el nivel de inhibicion obtenido.

Seleccionar la especie o cepa de Trichoderma con mayor potencial de
biocontrol con base en la magnitud del efecto antagonista sobre el
patdgeno y la consistencia de su respuesta en las diferentes repeticiones

experimentales.



7. Determinar el polimorfismo entre F. clavum, F. falciforme, F. languescens,
F. noneumartii, F. clavum y F. nirenbergiae, mediante el andlisis de
restriccion in silico y PCR-RFLP in vitro sobre regiones tef-la de las
especies mencionadas.

8. Comparar los fragmentos observados de los analisis de RFLP in silico con
aquellos de las secuencias de nucleotidos previamente obtenidas, para

estimar la confiabilidad de la informacion in silico.



2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Origende C.annuum L.

El chile, perteneciente al género Capsicum, es uno de los cultivos mas antiguos
y culturalmente significativos de América. Su origen se remonta al continente
americano, donde comenz6 su domesticacion hace méas de 6,000 afios. Diversos
estudios arqueobotanicos sitlan las primeras evidencias de uso y domesticacion
en regiones que actualmente corresponden a México, Bolivia y Peru, areas
reconocidas como centros primarios de diversidad genética del
género Capsicum (Kraft et al., 2014). Entre estas regiones, México destaca en
particular como uno de los principales centros de domesticacion, donde se
desarrollaron numerosas variedades que posteriormente se dispersaron a otras

zonas del continente (Pickersgill, 1997).

El hallazgo de restos de semillas, fitolitos y fragmentos de frutos en sitios
arqueolégicos como Coxcatlan, en el Valle de Tehuacan, demuestra que el chile
formaba parte de la dieta de grupos humanos desde aproximadamente 6,000—
7,000 afios antes del presente (Perry et al., 2007). Estas evidencias lo sitan
entre los primeros cultivos domesticados en Mesoamérica, junto con el maiz, el
frijol y la calabaza. Durante este proceso, la seleccion humana favorecio
caracteristicas como la mayor pungencia, la coloracién especifica del fruto,
tamafios variables y diferentes grados de adaptacion a climas diversos
(Eshbaugh, 1993).

La gran diversidad morfolégica del chile en México —considerado el pais con
mayor variabilidad fenotipica y genética del género Capsicum— es resultado de
miles de afios de seleccion cultural y ecoldgica. En este territorio se originaron y
diversificaron numerosas variedades de C. annuum, la especie mas cultivada del
mundo, que incluye tipos ampliamente conocidos como jalapefio, serrano, ancho,
guajillo y poblano (Bosland & Votava, 2012). Esta diversidad se explica tanto por

la interaccion entre poblaciones silvestres y domesticadas, como por la



adaptacion a ecosistemas contrastantes que van desde zonas éaridas hasta

ambientes tropicales himedos.

El chile también desempefié un papel central en las culturas prehispanicas. Se
utilizé como alimento, condimento, planta medicinal e incluso como instrumento
ritual y de intercambio comercial. Civilizaciones como los mayas y los mexicas
registraron su importancia en codices y representaciones iconogréficas, ademas
de integrarlo en practicas culinarias hoy fundamentales en la gastronomia
mexicana (Long-Solis & Vargas, 2005). La relevancia cultural del chile contribuyé
a su diversificacion, ya que las comunidades seleccionaban activamente los

frutos con caracteristicas preferidas para usos especificos.

2.1.1 Cultivo del chile (Capsicum annuum L.): taxonomia y clasificacién
botanica

El chile (Capsicum annuum L.) es una de las especies horticolas de mayor
relevancia dentro de la familia Solanaceae, tanto por su valor alimentario como
por su amplia diversidad morfolégica y genética. Desde el punto de vista
taxonomico, pertenece al reino Plantae, division Magnoliophyta, clase
Magnoliopsida, orden Solanales y familia Solanaceae, la cual agrupa a diversos
cultivos de importancia econémica como el tomate, la papay la berenjena. Dentro
de esta familia, el género Capsicum se distingue por la produccién de frutos tipo
baya con diferentes niveles de pungencia, caracteristica asociada a la sintesis de

capsaicinoides (Barboza et al., 2019).

La especie C. annuum presenta una notable variabilidad fenotipica que se refleja
en la forma, tamafo, color y grado de picor de los frutos, lo que ha permitido su
diversificacion en numerosos tipos comerciales, entre los que se incluyen chiles
dulces, pimientos y variedades picantes. Esta plasticidad morfolégica esta
relacionada con su proceso de domesticacion y con la seleccion realizada en
distintos sistemas agricolas y regiones ecoldgicas. Su origen se sitia en

Mesoamérica, donde fue domesticada a partir de poblaciones silvestres y



posteriormente dispersada hacia otras partes del mundo, adaptandose a una

amplia gama de condiciones ambientales (Kraft et al., 2014).

Botanicamente, C. annuum es una planta herbacea perenne de crecimiento
indeterminado que en sistemas de produccién se maneja como anual. Presenta
un sistema radical pivotante con abundantes raices secundarias, tallos
ramificados de consistencia semilefiosa y hojas simples, generalmente de forma
ovada a lanceolada. Las flores son solitarias o aparecen en pequefos grupos en
las axilas de las hojas, con corola de color blanco a verdoso y androceo formado
por cinco o mas estambres. El fruto corresponde a una baya hueca con
placentacion axilar, donde se insertan las semillas, y es en este tejido placentario
donde se sintetizan los compuestos responsables de la pungencia (Bosland &
Votava, 2012).

En términos agrondmicos, esta especie destaca por su capacidad de adaptacién
a diferentes condiciones de cultivo, lo que ha favorecido su establecimiento en
regiones tropicales y templadas de todo el mundo. Su importancia econémica
radica en la diversidad de usos del fruto, que puede consumirse en estado fresco,
seco o procesado, ademas de su empleo en las industrias alimentaria,
farmacéutica y cosmética. Esta versatilidad ha impulsado el desarrollo de
numerosos programas de mejoramiento genético orientados a incrementar el
rendimiento, la calidad del fruto y la resistencia a factores biéticos y abiéticos
(Barboza et al., 2019)

2.1.2 Produccion mundial de chile

China se mantiene como el principal productor (16,7 millones de toneladas),
mientras que México ocupa el cuarto lugar con 2,7 millones de toneladas, por
detras de Turquia e Indonesia (FAOSTAT, 2024) (Figura 1).
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Figura 1. Principales paises productores Capsicum spp. en 2024 (FAOSTAT
2024).

México es reconocido como el principal centro de diversidad del género
Capsicum, ya que en su territorio se concentra una amplia variabilidad de formas
cultivadas y silvestres. La produccion comercial de chile se distribuye en distintas
regiones del pais, entre las que destacan entidades como Sinaloa, Sonora, Baja
California Sur, Jalisco, San Luis Potosi, Veracruz, Tamaulipas, Guanajuato y
Michoacan, que en conjunto aportan una proporcion significativa del volumen
nacional. No obstante, la relevancia de este cultivo trasciende el ambito
econdémico. El chile forma parte de la identidad cultural de México y ha estado
ligado a la alimentacion y a las practicas tradicionales desde tiempos
prehispanicos, con evidencias de su uso que se remontan aproximadamente a
7000 a.C. Su permanencia a lo largo de la historia lo ha convertido en un
elemento emblematico que conecta el pasado con la vida cotidiana actual de la

poblacién (Porras et al., 2019).

2.1.3 Produccién de chile en México

La produccion de chile en México constituye una de las actividades horticolas
mas importantes del pais por su relevancia econdémica, cultural, culinaria y
agroindustrial. México es reconocido como centro de origen y diversificacion del
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género Capsicum, lo que ha permitido el desarrollo de una amplia variedad de
tipos y cultivares adaptados a condiciones agroclimaticas contrastantes, desde
zonas aridas del norte hasta regiones tropicales del sureste (Bosland & Votava,
2012). La diversidad genética y morfologica del chile mexicano no solo alimenta
la gastronomia nacional, sino que también sostiene cadenas productivas que
incluyen el mercado fresco, la industria de deshidratados, conservas, salsas,
colorantes y productos de exportacion.

De acuerdo con datos de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Social
(SADER), el chile verde se mantiene como una de las hortalizas de mayor
volumen de produccién en México. En 2024, los estados con mayor aportacion
al volumen nacional fueron Sinaloa, Chihuahua, Zacatecas, San Luis Potosi y
Sonora (Figura 2), lo que refleja la fortaleza productiva del norte del pais y su
infraestructura agricola tecnificada (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural,
2024). El grupo de “chile verde” abarca principalmente variedades de C. annuum,
como jalapefio, serrano, poblano y otros tipos regionales (Cuadro 1), cuyo cultivo

se destina tanto al mercado interno como a la agroindustria.

700000
600000 |
500000
400000

300000

Produccion (toneladas)

200000}

100000

(o]

Estado

Figura 2. Principales estados productores de chile en México (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Social, 2024).

Por otro lado, los chiles secos —como guajillo, ancho, pasilla y de arbol—
representan un componente esencial de la cocina tradicional mexicana y de
industrias como la elaboracién de moles, adobos y salsas. Estos se producen

predominantemente en entidades del altiplano como Zacatecas, San Luis Potosi
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y Durango (Aguirre-Hernandez & Mufioz Ocotero, 2015). Su importancia radica
en su demanda estable en los mercados nacionales y en su creciente valor

agregado mediante productos transformados.

El chile habanero posee una notable relevancia econdmica debido a que
actualmente es uno de los vegetales con alta demanda tanto en el mercado
nacional como en el internacional. Su importancia no se limita Gnicamente a su
consumo como alimento, sino también a que representa una fuente destacada
de colorantes naturales y de compuestos fotoquimicos con efectos benéficos
para la salud, entre los que destacan los capsaicinoides (Chan-Chunab et al.,
2011). Estas caracteristicas del fruto han favorecido su produccién, ya que los
capsaicinoides presentan diversas aplicaciones industriales y farmacéuticas,
utilizandose en areas como la medicina, la elaboracion de cosméticos, la
fabricacion de pinturas e incluso en la produccion de gas lacrimégeno, entre otros

usos (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).
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Cuadro 1. Tipos de chiles que se siembran en México

Variedad / grupo comercial de  Principales estados productores

No.
chile (segun SIAP, 2023)
Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas,
Veracruz, Guanajuato, Jalisco,
Chile verde (principalmente Michoacén, Sonora, San Luis Potosi
1 jalapefo, serrano, poblano y y Puebla; estos estados concentran
otros tipos de C. annuum) la mayor parte de la superficie
cosechada y la produccion nacional
de chile verde.
Zacatecas, San Luis Potosi,
. o Chihuahua y Durango; de acuerdo
Chile seco (principalmente _ )
- ) ) con los cierres agricolas de 2023,
2 guajillo, ancho, pasilla, de arbol y )
) estos estados se ubican entre los
otros tipos de C. annuum) o _
principales productores nacionales
de chile seco.
Campeche, Yucatan y Quintana
Roo; en conjunto, estos estados
concentran la mayor parte de la
3 Chile habanero (Capsicum superficie sembrada y el volumen
chinense Jacq.) de produccién de chile habanero

reportados por SIAP en afios
recientes (con informacién
actualizada a 2022-2023).

2.2 Principales enfermedades de C. annuum L.

Un patdgeno de relevancia es Fusarium oxysporum f. sp. capsici, causante de la
marchitez vascular, que interrumpe el flujo de agua en xilema y provoca el

colapso progresivo de la planta (Gordon, 2017).
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En conjunto, estas enfermedades (Cuadro 2) limitan el rendimiento agricola,
incrementan los costos de produccién y reducen la vida poscosecha. Su
importancia agrondmica se explica por la combinacion de su facil diseminacion,
la capacidad de supervivencia del in6culo en el suelo y la necesidad de
estrategias integradas de manejo basadas en practicas culturales, variedades

resistentes y control biolégico o quimico (Bosland & Votava, 2012).

Cuadro 2. Principales enfermedades de Capsicum annuum L.

_ _ Nombre
Microorganismo . .
Nombre cientifico comun de la Parte afectada

gue afecta
enfermedad
Pudricion de )
_ o ) Raiz, cuello, tallo,
Oomiceto Phytophthora capsici raiz, tallo y
fruto
fruto
Fusarium _ Xilema, raices,
Marchitez .
Hongo vascular oxysporum f. parte aérea
o vascular _
Sp. capsici secundaria
Frutos
Hongo . . -
o Colletotrichum spp. Antracnosis (principalmente),
necrotrofico
tallos
) o Mancha foliar _
Hongo foliar Cercospora capsici . Hojas
cercosporica
Virus del Mosaico del _ _
. Mosaico del Hojas y brotes
Virus Tabaco (Tobacco

o chile tiernos
mosaic virus, TMV)

2.2.1 Marchitez del chile causada por Fusarium spp.

La produccién de chile (Capsicum spp.) es una de las actividades horticolas de
mayor relevancia econdmica y sociocultural en México. El pais se ubica entre los
principales productores a nivel mundial, con una superficie anual que supera las

150 mil hectareas y un valor de produccion superior a 28 mil millones de pesos,
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segun cifras recientes de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER)
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2024). Sin embargo, este sistema
productivo enfrenta serias amenazas fitosanitarias, entre las cuales destaca la
marchitez causada por especies del género Fusarium, un complejo de hongos
del suelo que afecta diversas etapas del cultivo y genera pérdidas significativas

en las regiones productoras.

La marchitez ocasionada por especies del género Fusarium representa una de
las principales limitantes fitosanitarias en la produccion de hortalizas, debido a
las pérdidas econdmicas y de rendimiento que provoca en diversos cultivos de
importancia agricola. En el caso del chile (Capsicum annuum L.), diferentes
investigaciones realizadas en México han documentado la presencia de este
patdgeno en regiones productoras del norte y centro del pais, donde las
condiciones edéficas, la permanencia del indculo en el suelo y las préacticas
continuas de monocultivo favorecen el desarrollo y dispersion de la enfermedad.
Asimismo, se ha sefalado que especies como Fusarium oxysporum y Fusarium
solani se encuentran asociadas con sintomas de marchitez vascular, necrosis
radicular y muerte prematura de plantas en estados productores de chile como
Guanajuato, Michoacan, Sinaloa, Zacatecas y Durango (Albafil-Juarez et al.,
2018).

Las enfermedades asociadas a especies del género Fusarium constituyen uno
de los principales problemas fitosanitarios en la produccién de chile en México,
ya que pueden ocasionar reducciones importantes en el rendimiento y la calidad
del cultivo. La severidad del dafio depende de factores como la densidad del
patdogeno en el suelo, la susceptibilidad genética del material vegetal y las
condiciones ambientales predominantes durante el ciclo agricola. Ademas, la
permanencia de estructuras de resistencia del hongo en el suelo favorece la
reincidencia de la enfermedad en parcelas con historial de infestacion,
incrementando el impacto econémico en las zonas productoras (Gonzéalez-Castro
et al., 2023). En casos severos, especialmente en zonas de produccion intensiva

bajo riego, se han registrado reducciones superiores al 80 %, lo que compromete
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la rentabilidad del cultivo y la sostenibilidad econdmica de pequefios y medianos

productores (Ramirez Meraz & Méndez Aguilar, 2018).

La presencia de especies de Fusarium en cultivos de chile representa un
problema fitosanitario de alta relevancia debido a que sus efectos trascienden la
reduccion del rendimiento agricola, afectando también los costos de produccién
y manejo del cultivo. La capacidad de este hongo para permanecer viable en el
suelo durante periodos prolongados mediante estructuras de resistencia, como
las clamidosporas, dificulta su erradicacion y favorece la reincidencia de la
enfermedad en ciclos posteriores. Por esta razén, el manejo del patégeno
generalmente requiere la implementacién de estrategias integradas que incluyen
rotacion de cultivos, desinfeccion del suelo, incorporacion de microorganismos
antagonistas y utilizacion de materiales vegetales con cierto nivel de tolerancia,
con el objetivo de disminuir la presién de inéculo y reducir los dafios ocasionados
por la enfermedad (Bubici et al., 2019). Estas préacticas, aunque necesarias,
suponen un incremento considerable de los costos de produccién, especialmente
para aquellos productores con recursos limitados.

El incremento en la incidencia de enfermedades asociadas al género Fusarium
en el cultivo de chile ha generado un mayor interés por comprender la diversidad
de especies involucradas y su comportamiento bajo distintas condiciones de
produccion agricola. Estudios recientes han demostrado que la marchitez
vascular en chile no se atribuye exclusivamente a una sola especie patdégena,
sino a la interaccidbn de varios integrantes del complejo Fusarium, cuya
distribucion y agresividad pueden variar segun las caracteristicas edafocliméaticas
y el manejo agronomico del cultivo. Entre las especies frecuentemente
identificadas en sistemas comerciales de produccién destacan Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Fusarium proliferatum y Fusarium verticillioides, las
cuales han sido relacionadas con sintomas de necrosis radicular, marchitez y

reduccion del vigor vegetal (Leslie & Summerell, 2006).
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2.3 Fusarium spp.

2.3.1 Antecedentes de Fusarium spp.

El género Fusarium agrupa un gran numero de hongos filamentosos ampliamente
distribuidos en el ambiente, especialmente en el suelo y en restos de materia
vegetal en descomposicion. Muchas de estas especies forman parte del
microbiota natural del suelo, aunque varias de ellas son reconocidas por su
capacidad de actuar como patégenos de plantas, ocasionando enfermedades
gue afectan a numerosos cultivos de importancia agricola. Debido a su relevancia
en la fitopatologia, la micotoxicologia y otras areas de estudio, este género ha
sido ampliamente investigado y su clasificacion ha sido revisada con el avance
de herramientas moleculares y filogenéticas. Actualmente, Fusarium es
considerado uno de los grupos de hongos mas importantes en el ambito agricola
y cientifico, ya que incluye especies que influyen significativamente en la sanidad
vegetal y en la produccion de alimentos a nivel mundial (Geiser et al., 2013).

A lo largo del siglo XX, las especies del género Fusarium comenzaron a recibir
mayor atencion cientifica debido a su relacion con enfermedades graves en
diversos cultivos agricolas. Un ejemplo ampliamente documentado es la
enfermedad conocida como marchitez del banano o “mal de Panama”, causada
por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, la cual ocasion6 importantes pérdidas
econdémicas en plantaciones comerciales de banano en diferentes regiones del
mundo. Este problema fitosanitario impuls6é numerosas investigaciones
orientadas a comprender los mecanismos de patogenicidad del hongo y su
interaccion especifica con los hospederos vegetales. De manera paralela,
distintos estudios identificaron otras especies de Fusarium responsables de
enfermedades como marchitez vascular, pudriciones radiculares y dafos
poscosecha en cultivos de cereales, hortalizas y plantas ornamentales, lo que
consolido la relevancia de este género en el ambito de la fitopatologia agricola

(Ploetz, 2015).
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Nelson, Toussoun y Marasas (1983) desarrollaron marcos taxondmicos
detallados basados en la morfologia, el crecimiento cultural y las caracteristicas
conidiales, lo que permiti6 ordenar numerosos complejos de especies. No
obstante, la plasticidad fenotipica continué suscitando controversias. Con la
llegada de herramientas moleculares en los afios noventa, se produjo una
revolucion taxondémica: secuencias como ITS, tef-1a y B-tubulina permitieron
establecer limites filogenéticos mas precisos y resolver complejos de especies

cripticas, como Fusarium solani y Fusarium fujikuroi (O’'Donnell et al., 1998).
2.3.2 Clasificacién taxonémica de Fusarium spp.

La posicién taxonémica del género Fusarium ha sido refinada en las udltimas
décadas gracias al uso de la filogenia multilocus y de analisis gendmicos.
Actualmente, Fusarium se ubica en el filo Ascomycota, caracterizado por la
produccion de ascosporas en estructuras denominadas ascos. En niveles
inferiores, se sitta dentro del orden Hypocreales y de la familia Nectriaceae, un
grupo que incluye numerosos hongos fitopatégenos de importancia agricola (Aoki
et al., 2014).

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Subfilo: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

En afos recientes, los avances en analisis filogenéticos y herramientas de
biologia molecular han permitido comprender con mayor precision la diversidad

del género Fusarium. Investigaciones modernas han demostrado que este grupo
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de hongos incluye multiples linajes evolutivos organizados en diversos complejos
de especies. Entre los complejos mas estudiados se encuentran Fusarium
oxysporum, Fusarium fujikuroi, Fusarium solani y Fusarium sambucinum, los
cuales incluyen numerosas especies con gran relevancia en la fitopatologia
debido a su capacidad para causar enfermedades en diferentes cultivos
agricolas. Este enfoque taxonémico basado en complejos de especies ha
mejorado considerablemente la precision en la identificacion de estos hongos y
ha facilitado el desarrollo de métodos de diagndéstico molecular utilizados tanto
en investigacibn como en programas de manejo sanitario de cultivos (Geiser et
al., 2013).

2.3.3 Morfologia de Fusarium spp.

El género Fusarium se caracteriza por una notable diversidad morfologica que ha
sido histéricamente fundamental para su identificacién, aunque en la actualidad
se complementa con herramientas moleculares. Los miembros del género
presentan hifas hialinas, septadas y de crecimiento relativamente rapido,
formando colonias de tonalidades variables que incluyen blanco, rosa, salmon,
violeta o rojizo, segun la especie y el medio de cultivo. La textura de las colonias
puede ser algodonosa, lanosa o floculosa, y con frecuencia producen pigmentos
difusibles en el medio, especialmente en tonos rojizos, asociados a complejos

como F. oxysporum y F. fujikuroi (Aoki et al., 2014).

Una de las caracteristicas mas distintivas de Fusarium es la produccion de
macroconidios falcados, generalmente multicelulares y con células apicales y
basales diferenciadas. Estos macroconidios suelen presentar de tres a cinco
septos y se desarrollan sobre conidioforos simples o sobre esporodoquios que
pueden ser de color naranja o salmén. Los microconidios, en cambio, suelen ser
unicelulares, ovoides o elipsoidales, y se producen en falsas cabezuelas o en
monofidlides y polifialides, segun el complejo de especies. Algunas especies
también producen clamidosporas, estructuras globosas de resistencia que
pueden formarse de forma terminal o intercalar y son esenciales para la

supervivencia en el suelo (Leslie & Summerell, 2006).
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Las caracteristicas culturales también son utiles para diferenciar especies dentro
del género Fusarium. Cuando estos hongos se cultivan en medios artificiales,
pueden observarse variaciones en la apariencia de las colonias, lo que aporta
informacion valiosa para su identificacion preliminar. Por ejemplo, Fusarium
oxysporum generalmente desarrolla colonias con abundante micelio de aspecto
algodonoso y crecimiento relativamente compacto. En contraste, especies
pertenecientes al complejo Fusarium solani suelen formar colonias mas
extendidas y de superficie relativamente plana, que en algunos casos presentan
tonalidades verdosas o azuladas. Asimismo, rasgos como la presencia de
esporodoquios, la velocidad de crecimiento del micelio, la pigmentacion del
cultivo y el tamafio o la forma de los conidios han sido tradicionalmente utilizados
para distinguir diferentes complejos de especies, entre ellos Fusarium
sambucinum y Fusarium fujikuroi. Sin embargo, investigaciones recientes
sefalan que estas caracteristicas morfolégicas deben evaluarse con cautela, ya
que las especies de Fusarium pueden mostrar una considerable variabilidad
fenotipica dependiendo de las condiciones de cultivo y del ambiente (Leslie &
Summerell, 2006)

Los avances recientes en sistematica han demostrado que la morfologia por si
sola no es suficiente para delimitar especies dentro de Fusarium, especialmente
debido a la presencia de linajes cripticos que comparten caracteristicas culturales
y conidiales similares. Sin embargo, la descripcion morfolégica continda siendo
una herramienta clave en laboratorios de diagndstico agricola, ya que permite
identificar patrones consistentes asociados a complejos de especies especificas,
lo que facilita la seleccion de estrategias de control y manejo de enfermedades
(Aoki et al., 2014).

2.3.4 Sintomatologia de enfermedades provocadas por especies de

Fusarium

Las enfermedades ocasionadas por especies de Fusarium spp., particularmente

marchiteces vasculares y pudriciones radiculares, se caracterizan por una amplia
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gama de sintomas que pueden variar segun el complejo de especies, el
hospedero y las condiciones ambientales. En general, la sintomatologia inicial
suele ser sutil, manifestandose como clorosis foliar, reduccion del vigor vegetativo
y una ligera marchitez durante las horas mas célidas del dia, que puede revertirse
parcialmente durante la noche. A medida que la infeccion progresa, la marchitez
se hace permanente y se acompafia de necrosis foliar, defoliacion y, en etapas

avanzadas, de la muerte total de la planta (Dean et al., 2012).

Uno de los sintomas mas caracteristicos de la marchitez vascular es
la decoloracién de xilema, observable al realizar cortes longitudinales o
transversales en tallos y raices. Este oscurecimiento puede variar de tonalidades
amarillentas a café e indica la colonizacién vascular, asi como la produccién de
microconidios y toxinas que obstruyen o alteran la funcionalidad del tejido
conductor (Aoki et al., 2014). En cultivos horticolas como tomate, chile, pepino y
melon, esta decoloracién vascular se correlaciona estrechamente con la

gravedad del dafio fisiologico.

Las pudriciones radiculares asociadas a especies del género Fusarium
representan uno de los problemas fitosanitarios mas comunes en diversos
cultivos agricolas. En particular, especies pertenecientes al complejo Fusarium
solani y al complejo Fusarium sambucinum se han relacionado con procesos de
deterioro progresivo del sistema radical. Estas infecciones suelen comenzar en
las raices mas finas, donde se observan areas necréticas que gradualmente se
expanden hacia raices de mayor tamafo y hacia la zona del cuello de la planta.
Conforme avanza la enfermedad, pueden aparecer lesiones hundidas de
tonalidad café oscuro y una pérdida notable de turgencia en los tejidos afectados.
Dependiendo de las condiciones del suelo y de la humedad presente, la pudricion
puede manifestarse con caracteristicas himedas o secas. Como consecuencia
del dafio en el sistema radical, las plantas afectadas presentan sintomas
generales como clorosis en el follaje, crecimiento reducido y disminuciones
significativas en el rendimiento del cultivo, debido a la alteracion en la absorcion

de agua y nutrientes (Geiser et al., 2013).
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Algunas especies producen, ademas, sintomas especificos en érganos aéreos.
Por ejemplo, F. fujikuroi induce el conocido “bakanae” en arroz, caracterizado por
un crecimiento excesivo y clorético; mientras que, en cereales como el trigo,
especies productoras de tricotecenos pueden causar fusariosis de la espiga,
evidenciada por blanqueamiento prematuro, afectacion de los granos y
disminucién de su calidad por contaminacion con micotoxinas. Estos efectos son
el resultado tanto de la colonizacién del tejido como de la accion de metabolitos

secundarios toxicos para la planta hospedera (Desjardins & Proctor, 2007).

2.3.5 Ciclo de enfermedades provocadas por especies de Fusarium

El ciclo de enfermedades causadas por Fusarium spp. es complejo debido a la
gran capacidad de supervivencia del patégeno en el suelo y a su habilidad para
colonizar distintos érganos de la planta. La mayoria de las especies relevantes
en la agricultura son hongos necrotréficos o hemibiotroficos que persisten en el
suelo como clamidosporas, micelio o0 estructuras asociadas a restos vegetales.
Estas estructuras pueden sobrevivir durante varios afilos en ausencia de
hospedero, constituyéndose en la principal fuente de indculo inicial (Aoki et al.,
2014).

Ademas, su viabilidad se mantiene intacta frente a condiciones ambientales
adversas, tales como el estrés hidrico o las fluctuaciones térmicas extremas, lo
gue permite que el inéculo inicial permanezca latente y listo para reiniciar el ciclo
infeccioso en cuanto las condiciones sean favorables. Esta dinamica de
supervivencia explica por qué las estrategias de erradicacién suelen ser
insuficientes en sistemas de produccion intensiva, donde el patdégeno se integra

profundamente en el ecosistema edafico (Yan et al., 2023).

La infeccion suele ocurrir a través del sistema radical. Las hifas germinan en
presencia de exudados de raices jovenes, que actuan como sefiales quimicas
gue desencadenan la activacion de genes de patogenicidad. Posteriormente, el
patdgeno penetra a través de heridas, puntos de emergencia de raices laterales
o directamente a través de la epidermis radicular. En el caso de la marchitez

22



vascular, la colonizacion continda hacia el cilindro vascular, lo que permite la
progresion del hongo a lo largo de xilema (Ma et al., 2013). Una vez dentro del
xilema, Fusarium produce microconidios y toxinas que se distribuyen mediante el
flujo ascendente de la savia. Estos elementos afectan la integridad del sistema
conductor y generan las primeras manifestaciones de marchitez. La proliferacion
fungica conduce a la obstruccibn de vasos, pérdida de funcionalidad,
desequilibrios hidricos y necrosis. En pudriciones radiculares, el patégeno
degrada tejidos corticales, produciendo enzimas hidroliticas y acelerando la

necrosis, lo que compromete la absorcion de agua (Aoki et al., 2014).

En condiciones favorables, Fusarium produce macroconidios y microconidios en
superficies radiculares, en tallos o en tejidos necrosados. En ambientes himedos
también puede desarrollar esporodoquios de color salmén caracteristicos de
algunos complejos. Estas estructuras sirven como fuentes de indculo secundario,
lo que favorece la diseminacion a plantas vecinas, especialmente en suelos

saturados o mediante el manejo agricola del campo (Leslie & Summerell, 2006).

El patdgeno se dispersa principalmente a través del suelo, el agua de riego, las
herramientas contaminadas, los sustratos, las semillas infectadas y los
trasplantes. Aunque la dispersién aérea no es el principal mecanismo, puede
ocurrir mediante la liberacion de conidios en superficies infectadas,
especialmente en cultivos densos o humedos (Dean et al., 2012). Finalmente, los
restos vegetales de plantas infectadas se integran al suelo, donde el hongo
vuelve a producir clamidosporas o micelio resistente, cerrando asi el ciclo y

estableciendo condiciones para nuevas infecciones en ciclos futuros de cultivo.
2.3.6 Manejo de las enfermedades causadas por Fusarium spp.

El manejo de las enfermedades asociadas a Fusarium spp., como marchiteces
vasculares y pudriciones radiculares, representa un desafio significativo debido
a la capacidad del patdgeno para persistir en el suelo, colonizar tejidos vasculares
y generar estructuras de resistencia. Por esta razdn, las estrategias de control
deben ser integrales, considerando practicas culturales, métodos bioldgicos,
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control quimico y el uso de genotipos resistentes. Un manejo efectivo requiere
comprender la interaccion entre el estrés abibtico, la biologia del patégeno y las

practicas de produccion agricola (Dean et al., 2012).

2.3.6.1 Manejo cultural

Las practicas culturales representan una de las estrategias iniciales mas
importantes para enfrentar enfermedades causadas por Fusarium, ya que
permiten modificar las condiciones del suelo y disminuir las probabilidades de
que ocurra la infeccion. Entre estas practicas, la rotacion de cultivos con especies
que no son hospederas del patégeno se ha considerado una medida
ampliamente utilizada para reducir la presion del inéculo. No obstante, su eficacia
puede verse limitada cuando se trata de complejos de especies con un amplio
rango de plantas hospedantes, como ocurre con el complejo Fusarium
oxysporum species complex (FOSC). Aun asi, cuando las rotaciones se realizan
durante periodos prolongados y se complementan con la incorporacion de
abonos verdes, es posible favorecer la reduccion de la densidad del patégeno

presente en el suelo y contribuir al manejo de la enfermedad (Summerell, 2019).

El manejo adecuado del riego es crucial, ya que los suelos saturados favorecen
el desarrollo de pudriciones radiculares. El uso de sustratos bien drenados, la
evitacion del encharcamiento y la fomentacion de condiciones aerdbicas del
suelo limitan el avance del patégeno. La solarizacién del suelo ha demostrado
ser eficaz en regiones cdlidas al reducir la viabilidad de las clamidosporas,
especialmente cuando se combina con materia organica o con biofumigacién
(Aoki et al., 2014).

Adicionalmente, practicas como la desinfeccion de herramientas, la eliminacion
de plantas infectadas y el manejo higiénico de los trasplantes contribuyen a

disminuir la diseminacién del patégeno dentro del cultivo.
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2.3.6.2 Manejo quimico

El control quimico de Fusarium spp. es particularmente complejo debido a que el
patdgeno coloniza tejidos internos, especialmente xilema, donde la penetracion
de los fungicidas sistémicos es limitada. Aun asi, se utilizan fungicidas
preventivos o de accion en el suelo, incluyendo mezclas a base de carbendazim,
prochloraz, azoxystrobin, fludioxonil, metalaxyl-M y algunos triazoles. Su eficacia
depende en gran medida de su aplicacion temprana y del tipo de complejo
de Fusarium implicado. Aoki et al. (2014) sefialaron que muchos fungicidas
presentan eficacia solo parcial y que el uso repetido puede conducir a la
resistencia. Por ello, las aplicaciones quimicas suelen recomendarse como parte
de estrategias integradas y no como un meétodo Unico. El tratamiento
de semillas con fungicidas es una practica comun en cereales y hortalizas y
puede reducir significativamente la infeccion inicial, especialmente en especies
asociadas a la fusariosis de la espiga o de la plumilla. Sin embargo, su impacto
disminuye a medida que avanza el ciclo del cultivo y el patégeno coloniza el

suelo.
2.3.6.3 Manejo genético

El uso de variedades resistentes o tolerantes constituye uno de los métodos mas
eficientes y sostenibles para manejar las enfermedades causadas por Fusarium.
La resistencia genética se ha estudiado ampliamente en cultivos como el trigo, el
maiz, el banano, el tomate y el chile. Esta resistencia puede ser cualitativa,
basada en genes mayores, 0 cuantitativa, en la que participa un conjunto de loci
gue disminuyen la severidad sin prevenir completamente la infecciéon (Ma et al.,
2013).

El mejoramiento asistido por marcadores ha permitido identificar QTL
(Quantitative Trait Loci) asociados a la resistencia, especialmente en la fusariosis
de la espiga del trigo y en la marchitez vascular de las solaniceas. La integracion
de estrategias genomicas modernas ha acelerado el desarrollo de lineas

resistentes mediante la seleccion asistida, el analisis transcriptomico y la
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caracterizacion de genes involucrados en el reconocimiento patogénico y la
respuesta defensiva (Dean et al., 2012). A pesar de los avances, la resistencia
en algunos cultivos sigue siendo parcial o especifica de ciertos complejos de
especies. Por ello, el manejo genético debe combinarse con otras practicas de

control para garantizar su efectividad a largo plazo.
2.3.6.4 Manejo bioldgico

El control biolégico se ha consolidado como uno de los enfoques mas
prometedores para reducir el impacto de Fusarium. Diversos estudios han
demostrado la eficacia de especies de Trichoderma, como T. harzianum, T.
virens y T. atroviride, para inhibir el desarrollo del patbgeno mediante
competencia, micoparasitismo, antibiosis y la induccion de resistencia sistémica
en la planta (Dean et al., 2012). Bacterias rizosféricas como Bacillus
subtilis, Pseudomonas fluorescens y Streptomyces spp. también han mostrado
capacidad para disminuir la severidad de la enfermedad, ya sea mediante la
produccion de metabolitos antimicrobianos o la colonizacion eficaz de las raices,
lo que limita el acceso del patdgeno a los puntos de entrada. La integracion de
microorganismos benéficos en bioformulados comerciales se ha incrementado
en los ultimos afos, lo que representa una alternativa sostenible que reduce la

dependencia de fungicidas (Summerell, 2019).

2.4 Trichoderma spp.

El género Trichoderma fue identificado inicialmente a finales del siglo XVIII por el
mico6logo aleman Christiaan Hendrik Persoon, quien describid a estos hongos por
su crecimiento acelerado de naturaleza saprofitica y su frecuente asociacion con
materia organica en descomposicion y suelos con alto contenido de residuos
vegetales. Posteriormente, diversas investigaciones permitieron reconocer a
Trichoderma spp. como uno de los microorganismos de mayor importancia en el
ambito agricola, debido a su notable capacidad de adaptaciéon a diferentes

condiciones ambientales, su eficiente colonizacion de la rizosfera y su potencial
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como agente de control bioldgico. Estas especies destacan particularmente por
su actividad antagonista frente a diversos hongos fitopatégenos de importancia
economica, entre ellos especies del género Fusarium, mediante mecanismos
como micoparasitismo, competencia por nutrientes y producciéon de metabolitos

antifingicos (Harman et al., 2004).

Investigaciones contemporaneas han demostrado que Trichoderma es un
antagonista multifuncional, capaz de inhibir Fusarium mediante competencia por
espacio y nutrientes, micoparasitismo, produccion de metabolitos antifingicos e
induccién de resistencia sistémica en plantas. Especies como T. harzianum, T.
atroviride, T. virens y T. asperellum han sido desarrolladas en bioformulados
debido a su eficiencia comprobada en cultivos horticolas, cereales y frutales
(Dean et al.,, 2012). Su versatilidad radica en su capacidad para colonizar
rapidamente la rizosfera, estableciendo una barrera biolégica que limita la

proliferacion de patégenos del suelo.

Durante los ultimos quince afios, los avances genémicos han ampliado la
comprension de los mecanismos implicados en el antagonismo. Se han
identificado genes que codifican quitinasas, proteasas, glucanasas y peptaiboles,
moléculas esenciales para la degradacion de la pared celular de Fusarium y la
inhibicion del crecimiento micelial. Asimismo, estudios multilocus han permitido
delimitar especies cripticas dentro del género Trichoderma, mejorando la
precision taxonomica y la seleccion de cepas con alto potencial de biocontrol
(Summerell, 2019).

2.4.1 Clasificacion taxonomica de Trichoderma spp.

El género Trichoderma comprende hongos filamentosos sapréfitos ampliamente
distribuidos en suelos agricolas y ecosistemas naturales, reconocidos por su
papel importante como agentes de control biolégico de patdgenos fitopatdbgenos
del suelo, como Fusarium, Rhizoctonia y Phytophthora (Druzhinina et al., 2011).

La clasificacion taxondmica actual de Trichoderma se basa en criterios
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morfologicos, fisioldgicos y, principalmente, moleculares, especialmente en las

secuencias de los genes ITS, tef-1ay rpb2 (Druzhinina et al., 2011).

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Subfilo: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Christiaan Hendrik Persoon en1794, estableci6 las bases taxondmicas iniciales
del grupo. Posteriormente, la sistemética del género fue redefinida mediante
estudios moleculares que permitieron diferenciar especies cripticas y establecer

complejos de especies, como el complejo T. harzianum (Druzhinina et al., 2011).

Actualmente, se reconocen mas de 400 especies validas dentro del
género Trichoderma, las cuales presentan una amplia diversidad ecoldgica y
funcional, destacando su capacidad de producir enzimas hidroliticas, antibiéticos
y metabolitos secundarios, asi como su interaccion benéfica con las plantas
(Harman et al., 2021).

2.4.2 Descripcion morfolégica de Trichoderma spp.

El género Trichoderma agrupa hongos filamentosos de rapido crecimiento,
ampliamente distribuidos en suelos agricolas, restos vegetales y rizosfera, y
como endofitos en tejidos vegetales. Su morfologia presenta una notable
variabilidad inter e intraespecifica; sin embargo, existen caracteres macro y
microscopicos bien definidos que permiten su identificacion preliminar,
particularmente en estudios de fitopatologia y de control biolégico (Harman et al.,
2004).
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La identificacidon morfoldégica de Trichoderma se basa principalmente en las
caracteristicas de las colonias en medio de cultivo, el tipo de micelio, la
disposicion de los conidioforos, la morfologia de las fidlides, la forma y el tamafio
de los conidios, asi como en la presencia de clamidosporas. No obstante, debido
a la alta similitud morfologica entre especies, actualmente esta identificacion se

complementa con herramientas moleculares (Druzhinina et al., 2011).

2.4.3 Antecedentes de Trichoderma spp. como antagonista

El uso de Trichoderma spp. como agente de control biolégico ha sido
ampliamente documentado y constituye una de las estrategias mas efectivas
para el manejo de enfermedades causadas por Fusarium spp. En las dltimas
décadas, diversas investigaciones han demostrado que este género de hongos
saprofitos, comunmente presentes en suelos agricolas, posee una notable
capacidad para colonizar la rizosfera, competir con patégenos y activar
mecanismos de defensa en las plantas. Su eficacia ha llevado a que varias
especies, como T. harzianum, T. virens, T. atroviride y T. asperellum, se integren
en bioformulados comerciales utilizados en cultivos horticolas, cereales y frutales
(Aoki et al., 2014).

Historicamente, Trichoderma fue reconocido por su capacidad de degradar
materia organica y por actuar como un saprofito oportunista, pero a partir de los
afos setenta comenzo a describirse su potencial como agente antagonista. Con
el desarrollo de estudios fisiol6gicos y moleculares, se establecid que este género
posee multiples mecanismos de biocontrol, entre ellos la competencia por
espacio y nutrientes, la produccion de metabolitos secundarios con actividad
antifingica y el micoparasitismo directo. Estos mecanismos resultan
particularmente efectivos contra complejos de Fusarium spp. que afectan cultivos

como tomate, chile, melon, banano y cereales (Dean et al., 2012).

Uno de los antecedentes mas relevantes es el reconocimiento de su capacidad
para inducir resistencia  sisttmica en las plantas. Especies
de Trichoderma pueden activar vias de sefializacion relacionadas con el acido
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jasmonico y el etileno, lo que incrementa la expresion de genes defensivos y
reduce la susceptibilidad a la marchitez vascular y a las pudriciones radiculares.
Este efecto ha sido documentado en solanaceas, cucurbitdceas y gramineas,
donde la aplicacion de Trichoderma disminuye significativamente la gravedad de

la enfermedad causada por Fusarium (Ma et al., 2013).

Los avances gendémicos de los ultimos quince afios han permitido caracterizar
genes clave involucrados en el antagonismo, como los que codifican quitinasas,
proteasas, glucanasas y peptaiboles, moléculas esenciales para la degradacién
de la pared celular de Fusarium. La identificacion de estos genes ha fortalecido
la comprension de la interaccion antagonista—patégeno y ha facilitado la
selecciéon de cepas con mayor potencial de biocontrol. Asimismo, analisis
filogenéticos recientes han permitido aclarar la clasificacion de las especies
dentro del género Trichoderma, lo cual es fundamental para el desarrollo de

bioinsumos eficientes y estables (Summerell, 2019).

Actualmente, Trichoderma se considera uno de los microorganismos
antagonistas mas versatiles y robustos frente a Fusarium spp. debido a su rapida
colonizacion de la rizosfera, su adaptabilidad a diversos ambientes, su capacidad
para incrementar el crecimiento vegetal y su interacciéon multifactorial con los
patdgenos. Por estas razones, continla siendo objeto de intensas
investigaciones y desarrollo tecnolégico, consolidandose como un componente

esencial de los programas de manejo integrado de enfermedades del suelo.
2.4.4 Variabilidad morfol6gica entre especies

Aunque el patron morfolégico general del género es relativamente constante,
existe una alta variabilidad morfolégica entre especies y complejos de especies,
particularmente en grupos como T. harzianum, T. asperellum, T. virens y T.
atroviride. Estas variaciones incluyen diferencias en el tamafio de los conidios, la
forma de las fialides, la densidad de esporulacion y la produccién de pigmentos
(Druzhinina et al., 2011).
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Debido a esta plasticidad morfolégica, la identificacion basada Unicamente en
caracteres fenotipicos puede conducir a errores taxonémicos, por lo que
actualmente se recomienda complementar el analisis con marcadores
moleculares como ITS, tef-7a'y rpb2 para una identificacién confiable (Druzhinina
et al., 2011).

2.4.5 Importancia funcional de su morfologia

La morfologia de Trichoderma esté estrechamente relacionada con su capacidad
de antagonismo. La abundante produccion de conidios facilita su rapida
colonizacion del suelo y de la rizosfera, mientras que la arquitectura de sus hifas
y conidi6foros favorece la interaccion directa con otros hongos mediante el

micoparasitismo (Benitez et al., 2004).

Asimismo, la formacion de clamidosporas le permite persistir en el suelo durante
largos periodos, lo cual resulta crucial para su uso como agente de biocontrol en

programas de manejo integrado de enfermedades (Druzhinina et al., 2011).
2.4.6 Mecanismos de accion de los microorganismos antagonicos

Los microorganismos antagonistas representan una herramienta clave en el
manejo sostenible de las enfermedades causadas por Fusarium spp., debido a
su capacidad de suprimir al patdgeno mediante multiples mecanismos biolégicos.
Estos mecanismos incluyen competencia por espacio y nutrientes, produccion de
metabolitos antimicrobianos, micoparasitismo directo e induccion de resistencia
sistémica en la planta, los cuales pueden actuar de manera individual o sinérgica.
La eficacia del biocontrol depende tanto de la interaccion microorganismo—
patdgeno como de los factores ambientales que modulan la actividad microbiana
(Dean et al., 2012).

Uno de los mecanismos mas comunes es la competencia. Microorganismos
antagonistas como Trichoderma spp., Bacillus spp. y Pseudomonas spp.

colonizan rapidamente la rizosfera y ocupan nichos ecolégicos que, de otro
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modo, serian accesibles a Fusarium. Esta colonizacion temprana limita el acceso
del patdgeno a carbohidratos, aminoécidos y otros exudados radiculares, lo que
reduce la germinacion de los conidios y la posibilidad de infeccién. Ademas,
ciertos antagonistas producen sideroforos de alta afinidad por el hierro, un
micronutriente esencial cuya disponibilidad limitada inhibe el crecimiento

de Fusarium spp. (Aoki et al., 2014).

La produccién de metabolitos antimicrobianos es otro mecanismo fundamental.
Bacterias del género Bacillus sintetizan lipopeptidos como surfactina, fengicina e
iturina, que generan poros en la membrana fangica, alteran la permeabilidad
celular e inhiben el desarrollo micelial. Por su parte, especies
de Pseudomonas producen compuestos volatiles y antibiéticos, como la
pirrolnitrina y las fenazinas, que afectan tanto la germinacion de esporas como el
crecimiento del micelio. En el caso de Trichoderma, se han identificado
metabolitos secundarios, como peptaibolas y harzianolida, con actividad

inhibidora especifica contra Fusarium spp. (Ma et al., 2013).

El micoparasitismo es un mecanismo caracteristico de los hongos antagonistas,
especialmente de Trichoderma. Este proceso implica el reconocimiento del
hongo patdgeno, seguido de la adherencia y enroscamiento de hifas, y de la
posterior degradacién mediante la secrecion de enzimas hidroliticas, entre ellas
quitinasas, proteasas y B-1,3-glucanasas. Estas enzimas degradan la pared
celular de Fusarium, provocando lisis y muerte del micelio. Estudios recientes
han demostrado que este mecanismo se activa mediante sefiales quimicas
especificas que permiten al antagonista distinguir entre las hifas del patégeno y

las de otros microorganismos (Summerell, 2019).

Otro mecanismo de gran relevancia es la induccién de la resistencia sistémica
(ISR) en la planta hospedera. Tanto hongos como bacterias antagonistas pueden
activar vias de defensa asociadas al acido jasmonico, al etileno o al acido
salicilico, lo que fortalece las barreras estructurales y bioquimicas frente a la

invasion de Fusarium. Esta respuesta implica la activacién de genes relacionados

32



con la sintesis de fitoalexinas, la lignificacion y la produccion de proteinas PR
(pathogenesis-related). Se ha demostrado que las plantas tratadas
con Trichoderma o Bacillus presentan una respuesta mas rapida y eficiente ante
la presencia del patdégeno, lo que reduce la progresion de la enfermedad sin
necesidad de que el antagonista permanezca presente de forma permanente
(Dean et al., 2012).

En conjunto, estos mecanismos hacen de los microorganismos antagonistas
agentes altamente versatiles y eficaces en el manejo de enfermedades causadas
por Fusarium spp. Su accion multifacética, combinada con la posibilidad de
integrarlos en programas de manejo integrado, los posiciona como una

alternativa sustentable frente al uso intensivo de fungicidas quimicos.

2.5 Herramientas moleculares empleadas en la identificacion de especies

de Fusarium

2.5.1 Marcadores morfologicos

Los marcadores morfoldgicos fueron los primeros en emplearse para detectar la
variacion genética. Se basan en la observacion de caracteres fenotipicos visibles,
como el tamafio, la forma, el color, el patrén de crecimiento, el tipo de colonias,
la produccion de estructuras reproductivas y la tolerancia a factores ambientales.
En organismos como plantas y hongos, estos marcadores incluyen
caracteristicas como altura de planta, arquitectura radical, forma de las hojas,
color de las flores, asi como morfologia de conidios, hifas, esporulacion y
velocidad de crecimiento en cultivo, en el caso de los hongos fitopatégenos
(Agrios, 2005).

Entre sus principales ventajas se encuentran su bajo costo, su facilidad de
evaluacion y su aplicacion directa en el campo o en el laboratorio. Sin embargo,
presentan importantes limitaciones, ya que estan fuertemente influidos por el

ambiente, la edad del organismo y las condiciones de crecimiento, lo que reduce

33



su confiabilidad para diferenciar genotipos cercanos. Ademas, el nimero de
marcadores disponibles es limitado y su herencia puede ser compleja (Avise,
1994).

En fitopatologia, los marcadores morfolégicos continGan siendo Utiles como
herramienta preliminar de identificacion, particularmente en la caracterizacion de
hongos como Fusarium, Trichoderma y Alternaria; no obstante, por si solos no

garantizan una identificacion taxondmica precisa (Leslie & Summerell, 2006).

2.5.2 Marcadores bioquimicos

Los marcadores bioquimicos, especialmente las isoenzimas, constituyen un nivel
intermedio de andlisis entre los marcadores morfolégicos y los moleculares. Se
basan en las diferencias en la movilidad electroforética de enzimas codificadas
por distintos alelos. Este tipo de marcadores permitio, durante varias décadas,
evaluar la diversidad genética en poblaciones vegetales, animales y microbianas
(Avise, 1994).

Las isoenzimas son relativamente estables y menos influenciadas por el
ambiente que los caracteres morfol6gicos; sin embargo, su niumero es limitado y
su poder de discriminacion es menor que el de los marcadores de ADN.
Actualmente, su uso ha disminuido considerablemente ante el avance de las

técnicas moleculares (Winter & Kahl, 1995).
2.5.3 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares se basan directamente en la variacion de la
secuencia del ADN, lo que los convierte en herramientas altamente confiables
para detectar polimorfismos genéticos. Estos marcadores no dependen de la
expresion génica, no estan influenciados por el ambiente y permiten analizar la

variacion a nivel intraespecifico e interespecifico (Agarwal et al., 2008).

Entre los principales tipos de marcadores moleculares se encuentran:
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2.5.3.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Detectan variaciones en la longitud de los fragmentos generados por enzimas de
restriccion. Fueron de los primeros marcadores moleculares ampliamente
utilizados, aunque requieren grandes cantidades de ADN y son técnicamente
laboriosos (Winter & Kahl, 1995).

2.5.3.2 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Utilizan iniciadores aleatorios para amplificar regiones del genoma. Son rapidos
y econémicos, pero presentan problemas de baja reproducibilidad (Agarwal et al.,
2008).

2.5.3.3 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Combinan la digestién con enzimas de restriccion y la amplificacion selectiva
mediante PCR. Generan un gran nimero de marcadores altamente polimorficos

y reproducibles (Vos et al., 1995).
2.5.3.4 SSR o microsatélites (Simple Sequence Repeats)

Se basan en repeticiones cortas de nucleétidos. Son codominantes, altamente
polimérficos y especificos, ampliamente utilizados en estudios de diversidad

genética, mapeo de QTL y mejoramiento genético (Agarwal et al., 2008).
2.5.3.5 SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)

Detectan cambios en una sola base del genoma. Son los marcadores mas
abundantes y actualmente constituyen la base de los estudios gendmicos de alta

resolucion (Avise, 1994).

En hongos fitopatdogenos, ademas de estos marcadores, se emplean secuencias

genéticas conservadas como ITS, tef-1a y rpb2 para estudios de variabilidad
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genética, filogenia e identificacion de especies, como en los complejos de

Fusarium y Trichoderma (Druzhinina et al., 2011).

2.6 Herramientas biotecnoldgicas

2.6.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR, conocida por sus siglas en inglés “polymerase chain reaction”, es una
técnica ampliamente utilizada en biologia molecular para amplificar fragmentos
especificos de ADN en condiciones in vitro. Desde su desarrollo en la década de
1980 por Kary B. Mullis, esta metodologia ha transformado profundamente la
investigacion genética, ya que permite obtener grandes cantidades de una
secuencia de ADN a partir de cantidades muy pequefias de material genético.
Gracias a su rapidez, sensibilidad y precision, la PCR se ha convertido en una
herramienta fundamental en éareas como el diagndstico molecular, la

investigacion biomédica y la biotecnologia (Gibbs, 1990)

La PCR se basa en la accion de una ADN polimerasa termoestable,
generalmente Taq polimerasa, que sintetiza nuevas cadenas de ADN a partir de
un molde durante una serie ciclica de cambios de temperatura. Cada ciclo consta
de tres etapas fundamentales: desnaturalizacion, en la que las cadenas de ADN
se separan; alineamiento (hibridacion), en la que los cebadores se unen a sus
secuencias complementarias; y extension, etapa en la que la polimerasa sintetiza
la nueva hebra. Mediante la repeticion de estos ciclos, el fragmento de interés se
amplifica exponencialmente, generando millones de copias a partir de una

cantidad minima de ADN inicial (Brown, 2016).

La importancia de la PCR radica en su alta sensibilidad, especificidad, rapidez y
versatilidad, lo que ha permitido su aplicacion en mdltiples areas del
conocimiento. En fitopatologia y microbiologia, la PCR es una herramienta
fundamental para la deteccion, identificacion y caracterizacion genética de
patdgenos, incluidos hongos como Fusarium y Trichoderma. Asimismo, se utiliza

ampliamente en estudios de diversidad genética, diagnostico molecular,
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clonacion de genes, analisis filogenético, secuenciacion, medicina forense y

deteccion de organismos genéticamente modificados (Green & Sambrook, 2019).

Gracias a la PCR, es posible obtener resultados precisos a partir de muestras
con cantidades extremadamente bajas de ADN, incluso de tejidos en etapas
tempranas de la infeccion, lo que la convierte en una técnica indispensable en la
investigacion cientifica moderna y en los laboratorios de diagnéstico (Mullis &
Faloona, 1987).

2.6.2 RFLP

Las siglas RFLP provienen del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism,
gue en espafiol se traduce como Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos
de Restriccion. Esta técnica molecular fue una de las primeras herramientas
desarrolladas para detectar variacién genética a nivel del ADN y se basa en la
digestion del ADN genomico mediante enzimas de restriccibn que reconocen
secuencias especificas y generan fragmentos de diferentes tamafios segun la

variacion en dichas secuencias (Brown, 2016).

El procedimiento consiste en la extraccion del ADN, su digestion con una o varias
endonucleasas de restriccion, la separacion de los fragmentos por electroforesis
en gel, su transferencia a una membrana (“southern blot”) y la hibridacion con
sondas marcadas para detectar fragmentos especificos. Las diferencias en el
tamafo de los fragmentos entre individuos o aislados reflejan polimorfismos en
el genoma, originados por mutaciones en los sitios de restriccion o por

inserciones y deleciones (Winter & Kahl, 1995).

La importancia del RFLP radica en que fue una de las primeras técnicas que
permitid estudiar la variabilidad genética de manera directa y reproducible,
mediante marcadores codominantes, lo que facilité el analisis de la herencia, la
elaboracion de mapas genéticos, los estudios de diversidad poblacional, la
identificacion de especies y los andlisis filogenéticos. En fitopatologia, el RFLP

ha sido ampliamente utilizado para la diferenciacion de razas y aislados de

37



hongos fitopatégenos, como Fusarium, asi como para estudios de estructura

genética de poblaciones microbianas (Brown, 2016).

A pesar de su confiabilidad, el uso del RFLP ha disminuido con la aparicion de
técnicas basadas en PCR, como RAPD, AFLP, SSR y SNP, ya que el RFLP
requiere grandes cantidades de ADN de alta calidad, es laborioso, consume més
tiempo y tiene costos mas elevados. No obstante, continta siendo un referente
histérico y metodolégico fundamental en el desarrollo de la genética molecular

moderna (Brown, 2016).
2.6.3 Secuenciacioén

El término secuenciacion hace referencia al proceso mediante el cual se
determina el orden exacto de los nucleétidos (A, T, C y G) en una molécula de
ADN. En biologia molecular, la secuenciacion permite conocer con precision la
informacion genética contenida en un organismo, un gen o un fragmento
especifico del genoma. El primer método de secuenciacion ampliamente utilizado
fue desarrollado por Frederick Sanger, conocido como el método de terminacion

de cadena, que marcoé el inicio de la gendmica moderna (Brown, 2016).

La secuenciacion implica, en general, la extraccion del ADN, la amplificacion del
fragmento de interés mediante PCR, la generacion de fragmentos de distintas
longitudes y la lectura de la secuencia mediante sistemas automatizados. Con el
avance tecnoldgico, surgieron las plataformas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS, por sus siglas en inglés “next generation sequencing”), que
permiten secuenciar millones de fragmentos de ADN de manera simultanea,
reduciendo drasticamente el tiempo y los costos del analisis genomico (Green &
Sambrook, 2019).

La importancia de la secuenciacion radica en que constituye la herramienta mas
precisa para detectar variaciones genéticas, ya que permite identificar cambios a
nivel de nucleétido (SNP), asi como inserciones, deleciones y reordenamientos

en el genoma. En fitopatologia y microbiologia, la secuenciacion es fundamental
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para la identificacion taxondmica confiable de microorganismos, el estudio de
la diversidad genética, la reconstruccion filogenética y la caracterizacion
de genes de patogenicidad y resistencia, como ocurre en complejos de especies

de Fusarium y Trichoderma (Druzhinina et al., 2011).

Asimismo, la secuenciacion es una herramienta clave en areas como
el diagnéstico molecular, la genémica comparativa, la metagendmica,
la transcriptomica (RNA-seq) y el mejoramiento genético asistido por
marcadores, consoliddndose como una de las técnicas mas poderosas y

versatiles de la biologia molecular actual (Brown, 2016).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Fase |: Patogenicidad

3.2 Ubicacion del area de trabajo

El proyecto de investigacion se realizo en el invernadero de usos multiples de
posgrado y en el laboratorio de Biologia Molecular, ubicados en el departamento
de Fitotecnia de la Universidad Autonoma Chapingo (UACH), Texcoco de Mora,

Edo. de México.

3.3 Muestreo

3.3.1 Recolecta de muestras para el aislamiento de Fusarium spp.

Se realizaron prospecciones en una localidad de Tehuitzingo, Puebla, que es
productora de chile, entre otras especies de hortalizas, para detectar plantas

con sintomas asociados a la marchitez de chile (Figura 3).

Figura 3. A) Ubicacion de parcelas de recoleccion de muestras; B) Plantas con
sintomas de marchitamiento; C) Zona con mayor afectacion por amarillamiento y
marchitez.

Muestras de plantas sintomaticas se trasladaron en bolsas de papel, selladas
y correctamente identificadas, al Laboratorio de Biologia Molecular del
departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo, para iniciar

el aislamiento de los patdgenos.
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3.4 Aislamiento de microorganismos

3.4.1 Aislamiento de tejido vegetal

Se cortaron fragmentos de aproximadamente 2 cm de raices y tallos, segun la
zona de avance de la enfermedad, y se sometieron a un proceso de desinfeccion
superficial. Inicialmente, los fragmentos se lavaron con agua corriente,
detergente y un cepillo de cerdas suaves para eliminar restos de suelo y tejido
externo adheridos; posteriormente, se secaron con papel absorbente estéril. La
desinfeccion se realiz6 en una camara de flujo laminar bajo condiciones
asépticas, utilizando hipoclorito de sodio (NaCIO) al 1,5 % durante un minuto,
seguida de un tratamiento con etanol al 70 % durante otro minuto. Luego, los
fragmentos se enjuagaron tres veces con agua destilada doblemente estéril
(H,Odd), se secaron nuevamente en papel absorbente estéril y se eliminaron los

extremos de cada fragmento con material de corte estéril.

Posteriormente, tres fragmentos de cada muestra, previamente esterilizados y
cortados horizontalmente, se colocaron en placas Petri de 90 mm de didmetro
que contenian medio de papa dextrosa agar (PDA), puesto en autoclave a 121
°C y con el pH ajustado a 4,5 mediante la adicion de acido lactico al 85 %. Las
placas se incubaron a 25 °C en condiciones de oscuridad durante cinco a siete

dias para favorecer el desarrollo micelial (Figura 4).

vegetales.

Toda vez que se localizaron crecimientos fungicos, se transfirieron a nuevas

cajas de petri con medio PDA para lograr su purificacion.
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3.4.2 Punta de hifa (Fusarium spp.)
Bajo un microscopio estereoscopico de la marca Zeiss, con aumento de 32X, se
toma la punta de hifa de cada aislamiento y se cultivé en el centro de una nueva
placa de petri con medio PDA. Entre cada aislamiento, se flamed el asa
bacteriologica y se enfri6 previamente antes del contacto con el micelio. Los
cultivos se incubaron en oscuridad a 25 °C hasta la observacion posterior de
estructuras morfolégicas.
Sin embargo, los aislamientos de Fusarium spp. empleados en este estudio
fueron proporcionados por el M.C. Frank Angel Diaz Leyva, estudiante del
Doctorado en Ciencias en Horticultura, quien de manera previa realizd la
identificacion molecular de dichas especies, confirmando la identidad taxonémica
de las cepas mediante secuenciacion de regiones de los genes tef-7a y rpb2,
asegurando asi la pureza y especificidad del inéculo utilizado en los ensayos de
patogenicidad, pruebas de antagonismo y analisis de RFLPs.
3.5 Interaccion patdégeno — hospedante, patogenicidad de Fusarium en
Capsicum

3.5.1 Ensayo de patogenicidad en plantas, en condiciones de invernadero

Posterior al aislamiento y la identificacion de hongos, se seleccionaron
representantes de todas las especies de Fusarium detectadas para los ensayos
de patogenicidad. Estos ensayos se realizaron en condiciones in vitro con
semillas y en condiciones de invernadero. En ambos casos se emplearon los

cultivares de chile Jalapefio, Serrano, Habanero, Poblano y Guaijillo.

Se utilizaron plantas de las variedades ya mencionadas con una edad de 45 dias
después de germinacion. Estas se mantuvieron en charolas con riego adecuado
en un sustrato compuesto por 4 partes de peat moss y una parte de agrolita y

fertilizadas con solucion Steiner al 50 % (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Concentracion de iones nutritivos presentes en la solucion Steiner
100% (Steiner, 1961) utilizada para la fertilizacion de plantas de Capsicum
durante el experimento.

lones Concentracién # (meg/L) Concentraciéon ¥ (mg/L o ppm)
Nitratos 12.0 168.0

Fosfatos 1.0 31.0

Sulfatos 7.0 336.0

Potasio 7.0 273.0

Calcio 9.0 180.0

Magnesio 4.0 48.0

Z Miliequivalentes por litro.
Y Miligramos por litro o partes por millén.

Para la preparacion de in6culo se emplearon colonias de las especies de
Fusarium seleccionadas, las cuales crecieron durante 10 dias en placas con
medio PDA en oscuridad a 25 °C (mas-menos 2 °C). Antes del momento de la
inoculacion el micelio de cada colonia se diluyd, en 200 mL de agua destilada
estéril con ayuda de una espatula estéril, y se realizé un conteo de células con

un hematocitémetro hasta ajustar la concentracion final a 1x108 células/mL.

Las plantulas se retiraron cuidadosamente de la charola, evitando dafiar el tallo
y asegurando la extraccion completa del cepelldén. Posteriormente, las raices se
lavaron en un contenedor con agua corriente para eliminar el sustrato adherido
y, al mismo tiempo, provocar pequefias heridas que facilitaran el ingreso del
patdgeno; ademas, se realizaron pequefios cortes longitudinales en las raices
secundarias con el mismo fin. Enseguida, las plantulas se introdujeron durante
24 horas en vasos de precipitado que contenian, por separado, las suspensiones
correspondientes a cada patégeno, a una concentracion de 1 x 10° células/mL
(F. clavum, F. falciforme, F. languescens, F. noneumartii, F. curvatum y F.
nirenbergiae, una vez transcurrido el tiempo de inoculacién, se trasplantaron las
plantulas a macetas con sustrato nuevo (Figura 5). Finalmente, se realizaron
observaciones diarias durante 60 dias para registrar la aparicion y la evoluciéon

de la sintomatologia asociada a la infeccion.
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Figura 5. Establecimiento de experimento. A) Plantulas sumergidas en
suspension de conidios: B) Distintas especies de Fusarium spp.; C) Distribucion
del experimento.

Se registraron la incidencia y la severidad para determinar cudl era la cepa
(especie) mas agresiva para su uso en los siguientes estudios. Para la Incidencia
de la Enfermedad (IE) se aplicé la formula:

IE (%) =

Numero de planta enfermas

* 100 @

Numero total de plantas

(Wolcan et al., 2001).
Se utilizé la escala de dafio de Bosland y Lindsey (1991) para evaluar la
intensidad de los sintomas ocasionados por las especies de Fusarium en plantas
de chile (Figura 6 y Cuadro 4). El experimento se establecié bajo un disefio de
bloques completos al azar (DBCA) con un arreglo factorial 5 x 6. El factor A
correspondié a las variedades de chile (Capsicum spp.): jalapefio, serrano,
poblano, guajillo y habanero; mientras que el factor B estuvo conformado por las
especies de Fusarium evaluadas: F. clavum, F. falciforme, F. languescens, F.
noneumartii, F. curvatum y F. nirenbergiae. Cada combinacion variedad x
especie de Fusarium constituyd un tratamiento con cinco repeticiones,

considerando una planta como unidad experimental. Adicionalmente, se incluyé
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un testigo sin inocular para cada variedad de Capsicum, con el propésito de

comparar la respuesta de las plantas sanas e inoculadas.

Las variables de respuesta (por ejemplo: incidencia de la enfermedad, severidad
de sintomas, altura de planta, longitud de raiz, diAmetro de tallo y mortalidad) se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA). Cuando se detectaron diferencias
significativas (p < 0.05), las medias de los tratamientos se compararon mediante

la prueba de Tukey (a = 0.05).

Para el andlisis estadistico de la presente investigacion se empled el software
Minitab Statistical Software® 22.4.0, el cual permiti6 el procesamiento,
organizacion e interpretacion de los datos obtenidos durante el desarrollo

experimental.

Figura 6. Escala de dafio visual utilizado para a evaluacion de severidad.
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Cuadro 4. Escala de severidad de dafio utilizada para evaluar sintomas causados
por especies de Fusarium en variedades de chile (Capsicum spp.).

Valor Severidad del dafio? (%) Descripcion del dafio

Planta sana, sin sintomas visibles de la
0 0

enfermedad.

Ligera clorosis foliar, crecimiento normal
1 20

de la planta.
2 40 Clorosis moderada y ligero

marchitamiento.

Marchitez evidente durante las horas de
3 60 mayor radiacion solar, con recuperacion
parcial en condiciones favorables.
Marchitez permanente, necrosis

4 80 avanzada y severa afectacion del sistema
radical.
5 100 Planta muerta.

ZPorcentaje estimado de severidad de dafio ocasionado por Fusarium spp.

3.5.2 Ensayo de patogenicidad en semillas en condiciones in vitro

Con el propésito de evaluar la patogenicidad de las distintas especies
de Fusarium identificadas sobre semillas de Capsicum spp., se disefié un ensayo
de inoculacién en condiciones controladas. Las especies utilizadas que fueron
a Fusarium clavum, F. falciforme, F. languescens, F. noneumartii, F.
curvatum y F. nirenbergiae, fueron reactivados y cultivados en medio liquido
“potato dextrose broth” (PDB) durante siete dias a una temperatura de 25 + 2 °C,
bajo agitacion constante a 120 rpm, con el fin de obtener un crecimiento micelial
homogéneo y favorecer la liberacion de conidios en suspension (Leslie &
Summerell, 2006).

Al concluir el periodo de incubacion, las suspensiones fangicas se filtraron a
través de gasa estéril para eliminar los restos miceliales y, posteriormente, se
cuantificaron en una camara de Neubauer. La concentracién de las suspensiones
se ajusté a 1 x 10° conidios/mL™ utilizando agua destilada estéril, de acuerdo con

lo recomendado para ensayos de patogenicidad en semillas (Agrios, 2005).
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Las semillas de las cinco variedades de Capsicum (jalapefio, serrano, poblano,
guajillo y habanero) se lavaron previamente con agua corriente y se dejaron secar
a temperatura ambiente durante una hora antes de la inoculacion. En cada caja
de petri se colocaron 20 semillas por tratamiento, a las cuales se les adicionaron
4 mL de la suspension de conidios correspondiente a cada especie de Fusarium.
Los tratamientos con testigo negativo recibieron el mismo volumen de agua
destilada estéril (Figura 7). Posteriormente, las cajas se sellaron con parafilm y
se mantuvieron en incubacion a 25 + 2 °C, en condiciones de oscuridad, durante

siete dias.

Durante el desarrollo del ensayo se realizaron observaciones diarias para
registrar la aparicion de signos de infeccion, tales como pérdida de vigor,
decoloracion del embrion, necrosis radicular o ausencia de germinacion. La
severidad de la infeccion se evalué con base en la proporcién de semillas
infectadas respecto del total de semillas germinadas, conforme al criterio
establecido por Marois et al. (1984), en la cual dice que esta se determina a partir
de la proporcion de semillas infectadas con respecto al total de semillas

germinadas, expresandose en porcentaje mediante la siguiente relacion:

Numero de semillas infectadas

* 100 @

Severidad o incidencia (%) = — : .
Numero total de semillas germinadas

Este criterio permite cuantificar de manera objetiva el nivel de dafio provocado

por el patdégeno durante la etapa de germinacion, considerando como semillas

infectadas aquellas que presentan sintomas visibles como necrosis, pudricion,

decoloracién del embrién, escaso desarrollo radicular o ausencia total de

germinacion.
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Figura 7. Inoculacion de semillas de Capsicum spp. con solucion de esporas de
Fusarium spp.

3.5.3 Ensayo de patogenicidad en plantas jovenes, en condiciones in vitro

Con la finalidad de corroborar la agresividad de las especies de Fusarium bajo
condiciones mas representativas del crecimiento temprano, se efectud un tercer
ensayo en plantulas de cinco dias de edad, en las que la plumula estaba
completamente visible. Para este procedimiento se siguio la misma metodologia
general del experimento anterior, utilizando suspensiones fungicas de
los Fusarium previamente indicados. Los aislados fueron cultivados en medio
liguido potato dextrose broth (PDB) y las suspensiones se ajustaron a una

concentracion final de 1 x 10 conidios/mL.

A diferencia del ensayo previo, las semillas se germinaron directamente en cajas
Petri con papel filtro estéril humedecido, bajo condiciones de incubacién
controladas a 25 + 2 °C y en oscuridad. Una vez transcurridos cinco dias de
germinacion y obtenidas las plantulas, se procedio a la inoculacién en la misma
caja Petri, mediante la adicion de 4 mL de la suspensién fungica correspondiente
a cada especie de Fusarium, volumen equivalente al empleado en el experimento
anterior. Posteriormente, las cajas se sellaron con Parafiim para evitar la

contaminacion externa y la pérdida de humedad.

Se incluyeron testigos negativos, a los cuales se les adicionaron 4 mL de agua

destilada estéril en sustitucion de la suspensién fangica (Figura 8). Durante el
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desarrollo del ensayo se mantuvieron las condiciones de incubacion a 25 + 2 °C,
en oscuridad parcial y con humedad constante. Se realizaron observaciones
diarias durante 30 dias, registrando la apariciébn de sintomas como necrosis
radicular, marchitez, pérdida de turgencia y colapso del tallo, de acuerdo con los
parametros previamente considerados y con lo establecido por Leslie y
Summerell, (2006).

Figura 8. Plantas jovenes de Capsicum spp. inoculadas con Fusarium spp.

Para la evaluacion de la incidencia de la enfermedad (IE) se utilizé la misma
férmula que en el experimento 1.
Tomando los mismos valores que indica el cuadro 4 (Valores escalares y

porcentuales de la escala de dafio).

49



3.6 Fase Il: Antagonismo in vitro
3.7 Confrontacion dual

Para la evaluacibn del antagonismo in vitro entre Trichoderma spp.
y Fusarium spp., se utilizaron placas Petri estériles de 90 mm de diametro con
medio de papa dextrosa agar (PDA) a una concentracion de 39 g L™, previamente
esterilizado en autoclave a 121 °C durante 20 min. El medio se verti6 en
condiciones aseépticas en una camara de flujo laminar, adicionando
aproximadamente 20 a 25 mL por placa y permitiendo su solidificacion a

temperatura ambiente.

Los indculos se obtuvieron a partir del margen activo de cultivos jovenes de
ambos hongos, utilizando discos de micelio de 5 mm. Para las especies de
Trichoderma spp. se emplearon cultivos de 3 a 7 dias de crecimiento, mientras
que para Fusarium spp. se utilizaron cultivos de 7 a 14 dias. Posteriormente, las
placas se sellaron con parafilm para evitar la contaminacion y pérdida de

humedad, y se incubaron a 25 = 2 °C en condiciones de oscuridad parcial.

El disefio experimental consistiéo en un arreglo factorial en el que se evaluaron
todas las combinaciones entre especies de Fusarium spp. y Trichoderma spp.,

con tres repeticiones por tratamiento (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Tratamientos evaluados en confrontacion dual

simultdnea) entre especies de Trichoderma spp. y Fusarium spp.

(desfasada vy

Tratamiento

Tratamiento

T. T. F.
VS . clavum VS .
asperellum asperellum noneumartii
. . F.
T. virens VS . clavum T. virens VS .
noneumartii
T. T. F.

_ VS . clavum ) VS .
Harzianum harzianum noneumartii
T. . T.

VS . falciforme vs F. curvatum
asperellum asperellum
T. virens VS . falciforme T. virens vs F. curvatum
T. _ T.

. VS . falciforme ' vs F. curvatum
harzianum harzianum
T. T. F.

VS . languescens Vs _
asperellum asperellum nirenbergiae
| | F.
T. virens VS . languescens T. virens Vs .
nirenbergiae
T. T. F.

_ vs F.languescens _ Vs _

harzianum harzianum nirenbergiae

(X®) Tres repeticiones por tratamiento.

Adicionalmente, se incluyeron testigos individuales para cada especie de
Fusarium evaluadas: F. clavum, F. falciforme, F. languescens, F. noneumartii, F.
curvatum y F. nirenbergiae, asi como testigos independientes para cada una de
las especies de Trichoderma spp.: T. asperellum obtenido de aislados
provenientes del lugar donde fueron recolectadas plantas enfermas de
Fusarium, T. virens, facilitado por el departamento de Laboratorio de Micologia
del Instituto Politécnico Nacional, y T. harzianum, este Ultimo procedente de un
formulado comercial (Trico-Bio®). Para evaluar la interaccion entre los hongos en

condiciones in vitro, se utilizé6 el método de cultivo dual en placas de Petri. En
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este procedimiento, fragmentos circulares de micelio obtenidos de cultivos
activos se colocaron en posiciones opuestas dentro del medio de cultivo sélido.
Esta disposicidbn permiti6 que ambos microorganismos crecieran de manera
simultdnea y se dirigieran hacia la zona central de la placa, facilitando la
observacién directa de su interaccién y del posible efecto antagonista entre ellos.
Este tipo de confrontacion en placa es una metodologia ampliamente empleada
para estudiar la competencia entre hongos fitopatdgenos y microorganismos

antagonistas, como especies de Trichoderma (Bell et al., 1982).

Este método permite evaluar el grado de antagonismo mediante la observacion
del crecimiento relativo de ambos organismos y su capacidad para invadir o
limitar el desarrollo del otro dentro del medio de cultivo. La técnica se basa en
colocar discos de micelio en extremos opuestos de la placa, permitiendo que el
contacto entre colonias ocurra conforme avanza el crecimiento radial de los

hongos.

Se establecieron dos tipos de confrontacion: una confrontacion desfasada, en la
cual primero se cultivaron las cepas de Fusarium spp. y, con base en las curvas
de crecimiento exponencial de cada una, se determiné el momento Optimo para
la posterior colocacion de los discos de Trichoderma spp.; y una confrontacion
simultanea, en la que los discos de micelio de Fusarium spp. y Trichoderma spp.

se colocaron al mismo tiempo sobre la superficie del medio.

La evaluacion del antagonismo se realizé mediante la medicién del crecimiento
radial de Fusarium spp. a los 3, 5, 7 y 11 dias después de la inoculacion,
comparando el radio de crecimiento del patdgeno en las placas testigo con el
observado en los cultivos duales. Con estos datos se calcul6 el porcentaje de

inhibicion del crecimiento radial (%I) mediante la expresion

%I = (22) «100 @
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Donde R1 corresponde al radio de crecimiento del micelio de Fusarium spp. en
el testigo y R2 al radio de crecimiento del micelio del patbgeno en presencia
de Trichoderma spp., expresando el resultado en porcentaje como indicador del
grado de inhibicién ejercido por el antagonista, conforme a lo propuesto por
Skidmore y Dickinson (1976) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Escala de antagonismo correlacionado con el porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial propuesto por Skidmore y Dickinson (1976).

L _ Porcentaje
Descripcion del antagonismo en Grado de o
Escala . ' de inhibicion
confrontacién dual antagonismo
(%)

Trichoderma spp. sobrecrece
completamente la colonia
de Fusarium spp., cubriéndola en
su totalidad.
Trichoderma spp. invade
aproximadamente dos terceras
partes de la colonia
de Fusarium spp.
Ambos microorganismos detienen
Su crecimiento al entrar en
1] contacto directo, sin Moderado 41-60 %
sobrecrecimiento de alguno de
ellos.
Fusarium spp. sobrecrece
aproximadamente dos terceras
partes del area colonizada
por Trichoderma spp.
Fusarium spp. sobrecrece
\% completamente la colonia

de Trichoderma spp.

Muy alto 81-100 %

Alto 61-80 %

Bajo 21-40 %

Nulo o muy

—20 O
bajo 0-20 %
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3.8 Fase lll: Caracterizacion molecular

3.8.1 Extraccién de ADN

La extraccion de ADN gendmico se realizd6 mediante el método de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB Il), basado en el protocolo original propuesto por Doyle
y Doyle (1987) y posteriormente modificado por Weising et al. (2005) para mejorar
la calidad del ADN en tejidos con alto contenido de polisacaridos, fenoles y

compuestos secundarios.

Para la extraccion, se utilizd entre 80 y 100 mg de micelio fresco obtenido de
cultivos puros, previamente congelado con nitrégeno liquido y macerado hasta
obtener un polvo fino con ayuda de un mortero y un pistilo estériles. El material
pulverizado se transfiri6 a tubos de eppendorf de 2 mL, a los cuales se
adicionaron 998 uL de buffer de extraccion CTAB Il previamente precalentado a
65 °C. El buffer estuvo compuesto por CTAB al 2 %, NaCl 1.4 M, Tris-HCI 100
mM (pH 8.0), EDTA 20 mM, polivinilpirrolidona (PVP) al 1 % y B-mercaptoetanol

al 0.2 %, este ultimo afadido inmediatamente antes de su uso.

Las muestras se incubaron a 55 °C durante 30 minutos, con agitacion inversa
ocasional cada 5 minutos, con el fin de facilitar la lisis celular, la desnaturalizacion
de proteinas y que se hagan mas complejos los polisacaridos. Posteriormente,
se adicion6 un volumen igual de una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1), se homogeniz6 suavemente por inversion durante 10 minutos y se
centrifugd a 12 000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. La fase
acuosa superior se transfirié cuidadosamente a un tubo nuevo, evitando arrastrar

la interfase.

A la fase acuosa final se afiadieron 1.2 volimenes de isopropanol frio para
precipitar el ADN, mezclandose suavemente por inversion. Posteriormente, los
tubos se centrifugaron a 12 000 rpm durante 10 minutos, descartandose el

sobrenadante y conservandose el sedimento de ADN.
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El pellet obtenido se lavo con 1 mL de etanol al 70 % frio, seguido de una
centrifugacion a 12 000 rpm durante 5 minutos (este procedimiento se realizd por
duplicado). El sobrenadante se elimin6 cuidadosamente y el sedimento se dejo
secar a temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos hasta la evaporacion total
del etanol residual. EI ADN se resuspendio finalmente en 50 a 100 pL de buffer

TE (Tris-EDTA) y se almacend a -20 °C hasta su analisis posterior.

3.8.2 Cuantificaciéon del ADN

La concentracidon y pureza del ADN extraido se determinaron mediante
espectrofotometria, utilizando un NanoDrop (espectrofotometro) y el programa
ND 1000® V 3.5.2 (Accesolab S.A. de C.V.), evaluando las relaciones de
absorbancia A260/A280 y A260/A230.

3.8.3 Calidad del ADN en gel de agarosa

La integridad del ADN se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1
%, cargando en cada pozo del gel una mezcla de 5 pL de la muestra base del
ADN y 4 uL de buffer de carga, en una cadmara de electroforesis horizontal. Se
utilizé un marcador de 1000 pb con la finalidad de estimar la calidad del ADN. El
tiempo de corrida fue de entre 60 y 90 minutos a 94 voltios. Para el revelado
posterior del gel, este fue sumergido en una solucion de bromuro de etidio (0.5
puL/mL) durante 15 minutos, y posteriormente se enjuag6 con agua destilada
durante el mismo tiempo. Se observé con luz ultravioleta. EI ADN obtenido
mediante este procedimiento presentd calidad y concentracién adecuadas para

Su uso en reacciones de PCR y en analisis moleculares posteriores.
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3.8.4 Amplificacion del gen TEF (Factor de Alargamiento y Traduccidn)

Para realizar los cortes con enzimas de restriccion, se amplifico el gen del factor
de alargamiento y traduccion (TEF, por sus siglas en inglés), utilizando los
iniciadores descritos por O"Donell et al. (1998) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Secuencias de los iniciadores que amplifican el gen TEF

Iniciador Secuencia de reconocimiento

5 -ATG-GGT-AAG-GAA-GGA-CAA-GAC-3" (O’'Donnell et al.,
EF-1  1998)

5-GGA-AGG-TAC-CAG-AGC-GAT-CTC-ATG-3" (O’'Donnell et
EF-2 al., 1998)

Las condiciones para el termociclaje fueron las siguientes:
e 1 ciclo de 5 minutos a 94° C
e 35 ciclos con las siguientes caracteristicas:
o 30segundos a94°C
o 30 segundos a52°C
o 45segundosa72°C

e 1 ciclode 7 minutos a 72° C

La mezcla de reaccion para la amplificacion del gen TEF 1-a se preparé conforme

a las concentraciones y volumenes indicados en el

Cuadro 8.

Los productos de PCR obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, sometidos a una corrida de 90 min a 94 V (Cuadro 8).
Posteriormente, el gel se tifio con bromuro de etidio, se enjuagd con agua

destilada y se observé bajo luz ultravioleta.
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Cuadro 8. Componentes de la reaccion de PCR para la amplificacion del gen TEF
1-a a un volumen final de 25 pL.

Reactivos Concentraciéon Volumen/Tubo  Concentracion final
HPLC Ajustara25uL O0.7pL e
Buffer 5x 5 uL 1X
MgCl2 25 mM 2.5 uL 2.5 mM
DNTP’s 500 mM 10 pL 200 mM
EF-1 10 pM 2 UL 20 pM
EF-2 10 pM 2 L 20 pM
Taq polimerasa 5 U/ uL 0.3 uL 15U
ADN 40 ng/ pL 2.5 L 4 ng
3.9 RFLPs

Para realizar esta técnica, se utilizaron los productos de PCR del gen TEF 1-alfa
previamente amplificados, y las enzimas de restriccion Alul (Promega®), Haelll
(Takara®), Hhal (Thermo Scientific®), Hinfl (Promega®) y Hpall (Thermo
Scientific®). Para la reaccion de digestién se siguieron las instrucciones dadas
por cada fabricante; después, fueron incubadas en refrigeracién durante 24 horas
para su posterior visualizacion en gel de acrilamida.

3.9.1 Gel de poliacrilamida

Con el fin de obtener una mejor separacion y visualizacién de los fragmentos
generados por las enzimas de restriccion, se prepararon geles de poliacrilamida
utiizando una camara de electroforesis vertical C.B.S Scientific CO®.
Previamente, las placas de vidrio de la camara fueron limpiadas con etanol al 70
% y papel absorbente KimWipes®. En el Cuadro 9 se presentan los reactivos y

volumenes empleados para la preparacion de un gel de poliacrilamida al 9 %.
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Cuadro 9. Reactivos empleados para la preparacion de un gel de poliacrilamida
al 9 % (60 mL).

Reactivos para gel de poliacrilamida al 9 % Volumen
Acrilamida-bisacrilamida 30 % 17.95 mL
Agua destilada 14.6 mL
TBE 2.5X 27 mL
APS (Persulfato de amonio) 10 % 473 uL

TEMED (NNNN Tetramethylethylenediamide 99 %) 33.75 pL

Después de mezclar todos los reactivos dentro de una “mamila”, se vacio la
poliacrilamida entre los cristales, previa colocacién de un peine con 50 pozos de
carga, y se dejo solidificar durante 20 a 30 minutos. Los cristales que contendrian
el gel se colocaron en la camara y fueron sujetados con pinzas. Se agrego buffer
de corrida TAE 1X. En cada pozo se carg6é una mezcla de 6 yuL de cada muestra
(de cada corte) y 3 pL de buffer de carga con formamida. Ademas, se colocaron
marcadores de 100 pb y 1 kb para contar con una referencia. La camara se
mantuvo a 224 voltios durante 90 minutos. El gel se revelo en agitacion constante
de acuerdo con el siguiente orden de soluciones: 1) Solucion fijadora de etanol
10% y acido acético 1%, durante 15 minutos y se retird; 2) Solucion de tincién
con nitrato de plata 0.2% durante 15 minutos y se retird; 3) enjuague con agua
destilada y 4) Solucion reveladora de hidroxido de sodio 3% con formaldehido
(100 pL de formaldehido por cada 100 mL de hidroxido de sodio) hasta la

visualizacion de las bandas.

3.9.2 Decodificacion de geles y dendrogramas

Después del revelado del gel de poliacrilamida, se observaron bandas a las
cuales se les calculo el peso aproximado respecto a los marcadores de 1 kb y
100 pb. Se generd una matriz binaria (0= ausencia de banda, 1= presencia de
banda) utilizando el programa Excel®, dicha matriz se trasladd al programa
FreeTree© version 0.9.1.50 para ser analizada usando el indice Jaccard y la
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construccion de arboles filogenéticos (dendrogramas) por el método UPGMA
(unweighted pair group method with arithmetic) método de agrupamiento par con
media aritmética no ponderada. Para visualizar el dendrograma, se hizo uso del

programa FigTree®© v1.4.4

4 RESULTADOS
4.1 Fasel

4.1.1 Ensayo de patogenicidad en plantas en condiciones de invernadero

El andlisis de varianza (ANOVA) mostré que la respuesta de las plantulas estuvo
influenciada significativamente por la variedad de Capsicum evaluada, mientras
gue las especies de Fusarium y la interaccion variedad x especie no presentaron

efectos estadisticamente significativos (Cuadro 10).

Cuadro 10. Analisis de varianza (ANOVA) para la severidad de dafio causada por
especies de Fusarium en plantulas de Capsicum spp. bajo un disefio de bloques
completos al azar con arreglo factorial 5x6.

SC MC
Fuente GL ) ) Valor F Valor p
Ajustado Ajustado
Variedad 4 52879.1 13219.8 104.83 0.000™
Especie
_ 5 513.5 102.7 0.81 0.542"s
Fusarium
Variedad*Especie
_ 2826.7 141.3 1.12 0.338"s
Fusarium
Error 120 151325 126.1
Total 149 71351.8

GL: grados de libertad.

SC: suma de cuadrados.

MC: cuadrado medio.

ns: diferencias no significativas (p > 0.05).

***: diferencias altamente significativas (p < 0.001).
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Estos resultados indican que la variacidn observada en la respuesta de las
plantulas se explica principalmente por diferencias genéticas entre las variedades

evaluadas.

El resumen del modelo (Cuadro 11) indicé un adecuado ajuste estadistico, con
un coeficiente de determinacion (R?) de 78.79 %, lo que evidencia una alta
proporcién de variabilidad explicada por los factores evaluados. Asimismo, los
valores de R? ajustado y R? predictivo sugieren que el modelo presenté una

capacidad explicativa y predictiva aceptable.

Cuadro 11. Estadisticos de ajuste y capacidad predictiva del modelo utilizado
para evaluar la severidad de dafio en plantulas de Capsicum spp. inoculadas con
especies de Fusarium.

S? R-cuadrado R-cuadrado ajustado R-cuadrado predictivo
11.2296 78.79 % 73.67 % 66.86 %

Z Desviacion estandar de los residuos del modelo

4.1.1.1 Comparacion de medias (Tukey, a = 0.05), ensayo en plantulas.

La prueba de comparaciéon de medias de Tukey (0=0.05) mostré diferencias
significativas entre las variedades evaluadas (Cuadro 12). La variedad Guajillo
presenté la media mas alta de severidad, ubicandose estadisticamente en un
grupo independiente, lo que evidencia una mayor susceptibilidad al patégeno.
Habanero se clasificdé en un grupo intermedio, mientras que Serrano, Poblano y
Jalapefio no presentaron diferencias significativas entre si, conformando el grupo

con menor nivel de afectacion.
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Cuadro 12. Comparacion de medias de severidad entre variedades de chile
mediante la prueba Tukey (a=0.05).

Variedad N Media Agrupacion

Guajillo 30 77.0750 A

Habanero 30 57.0600 B

Serrano 30 34.3397 C
Poblano 30 30.0303 C
Jalapefio 30 29.1243 C

Las medias que no comparten una misma letra son estadisticamente diferentes segin la prueba
de Tukey (a=0.05).

4.1.2 Ensayo de patogenicidad en semillas, en condiciones in vitro

El analisis de varianza mostré que la respuesta observada en semillas estuvo
influenciada significativamente por la variedad Capsicum, la especie de Fusarium
y por la interaccion entre ambos factores (Cuadro 13). Los resultados evidencian
gue tanto el genotipo vegetal como la identidad del patégeno influyeron de

manera importante sobre la variable evaluada.

Cuadro 13. Analisis de varianza (ANOVA) para la prueba de patogenicidad en
semillas de Capsicum spp. inoculadas con especies de Fusarium spp.

Fuente GL =C Me Valor F Valor p
Ajustado Ajustado

Variedad Capsicum 4 8647 2161.68 93.33  0.000***

Especie Fusarium 6 49403 8233.82 355.49 0.000***

Variedad

Capsicum*Especie 24 2169 90.39 3.90 0.000***

Fusarium

Error 70 1621 23.16

Total 104 61840

GL: grados de libertad.

SC: suma de cuadrados.

MC: cuadrado medio.

***. diferencias altamente significativas.
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El resumen del modelo mostré6 un alto coeficiente de determinacion (R?=
97.38%), lo que indica una adecuada capacidad para explicar la variabilidad
observada en la variable evaluada (Cuadro 14). Asimismo, los valores de R?
ajustado y R? predictivo permanecieron cercanos al R?, evidenciando solidez y

capacidad predictiva del modelo bajo las condiciones experimentales evaluadas.

Cuadro 14. Resumen del modelo estadistico para la prueba de patogenicidad en
semillas de Capsicum spp.

S4 R-cuadrado R-cuadrado ajustado R-cuadrado predictivo
4.81268 97.38 % 96.10 % 94.10 %

Z Desviacion estandar de los residuos del modelo

4.1.2.1 Comparacion de medias — Variedades de Capsicum spp.

La prueba de comparacion de medias de medias de Tukey (a = 0.05) permitié
identificar diferencias significativas entre las variedades Capsicum spp.
evaluadas (Cuadro 15). La variedad Guajillo presentd la media mas alta,
evidenciando mayor susceptibilidad al patégeno, mientras que Jalapefio registré
la menor media, lo que sugiere un comportamiento mas tolerante. Poblano
mostr0 una respuesta intermedia, en tanto que Serrano y Habanero no

presentaron diferencias estadisticas significativas entre si.

Cuadro 15. Comparacion de medias entre variedades de Capsicum spp.
mediante la prueba de Tukey (a = 0.05).

Variedad _ .,

) N Media Agrupacion
Capsicum
Guajillo 21 63.8095 A
Poblano 21 48.1905 B
Serrano 21 43.8095 C
Habanero 21 42.4762 C
Jalapefio 21 37.1429 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes segun la prueba de
Tukey (a = 0.05)
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4.1.2.2 Comparacion de medias — Especies de Fusarium spp.

La prueba de comparacion de medias de Tukey (a = 0.05) permitio identificar
diferencias significativas entre las especies de Fusarium spp. evaluadas (Cuadro
16). Fusarium nirenbergiae presento6 la media mas alta, posicionandose como la
especie mas agresiva, seguida de F. noneumartii. En contraste, F. clavum mostré
una menor capacidad patogénica. Por otra parte, F. languescens y F. falciforme
no presentaron diferencias estadisticas significativas entre si, ubicandose en un

nivel intermedio de agresividad.

Cuadro 16. Comparacion de medias entre especies de Fusarium spp. mediante
la prueba de Tukey (a = 0.05).

Especie , »

Fusarium N Media Agrupacién

F. nirenbergiae 15 71.8667 A

F. noneumartii 15 62.5333 B

F. languescens 15 55.6000 C

F. falciforme 15 55.0667 C

F. curvatum 15 46.8000 D

F. clavum 15 37.7333 E
Testigo 15 0.0000 F

Las medias que no comparten una letra son estadisticamente diferentes segun la prueba de
Tukey (a = 0.05)

4.1.3 Ensayo de patogenicidad en plantas jovenes, en condiciones in vitro

El andlisis de varianza (ANOVA) mostro efectos altamente significativos (p <
0.001) de la variedad de Capsicum, la especie de Fusarium y de la interaccion
entre ambos factores sobre la variable evaluada en plantulas jovenes (Cuadro
17). El elevado valor de F registrado para el factor especie evidencio su influencia

predominante en la explicacion de la variabilidad observada.
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Cuadro 17. Analisis de varianza (ANOVA) para la prueba de patogenicidad en
plantulas jovenes de Capsicum spp. inoculadas con especies de Fusarium spp.

Fuente GL =C Me Valor F  Valor p
Ajustado. Ajustado

Variedad Capsicum 4 9721.0 2430.25 295.34  0.000***

Especie Fusarium 6 49577.5 8262.92 1004.17  0.000***

Variedad

Capsicum*Especie 24 1854.5 77.27 9.39  0.000***

Fusarium

Error 70 576.0 8.23

Total 104 61729.0

GL: grado de libertad.

SC: suma de cuadrados.

MC: cuadrado medio.

*** diferencias altamente significativas.

El resumen del modelo mostré6 un valor de S = 2.86 indicando que las
estimaciones del modelo presentaron una baja desviacion respecto a los valores
observados de severidad, lo que refleja un ajuste adecuado a los datos
experimentales (Cuadro 18). Asimismo, los valores de R?, R? ajustado y R?
predictivo evidenciaron una elevada capacidad explicativa y predictiva del

modelo.

Cuadro 18. Resumen de modelo estadistico para la prueba de patogenicidad en
plantulas jovenes de Capsicum spp.

S? R-cuadrado R-cuadrado ajustado R-cuadrado predictivo

2.86855  99.07 % 98.61 % 97.90 %

Z Desviacion estandar de los residuos del modelo

4.1.3.1 Comparacion de medias — Variedades de Capsicum spp.

La prueba de comparacion de medias de Tukey (a = 0.05) permitié identificar
diferencias significativas entre las variedades de Capsicum spp. evaluadas

(Cuadro 19). La variedad Guaijillo present6 la media mas alta, evidenciando una
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mayor susceptibilidad al patdgeno, mientras que Jalapefio registrd la menor
media, lo que sugiere un comportamiento mas tolerante. Por otra parte, Habanero
y Serrano no mostraron diferencias estadisticas significativas entre si,
ubicandose en un grupo intermedio, mientras que Poblano presentdé un

comportamiento moderado.

Cuadro 19. Comparacion de medias entre Variedades de Capsicum spp.
mediante la prueba de Tukey (a = 0.05)

Variedad _ .,
' N Media Agrupacion
Capsicum
Guajillo 21 64.0000 A
Poblano 21 49.9048 B
Habanero 21 42.8571 C
Serrano 21 42.6667 C
Jalapefio 21 35.6190 D

Las medias que no comparten una misma letra son estadisticamente diferentes segun la prueba
de Tukey (a = 0.05).

4.1.3.2 Comparacion de medias — Especies de Fusarium spp.

La prueba de comparacion de medias de Tukey (a = 0.05) permitio identificar
diferencias significativas entre las especies de Fusarium spp. evaluadas (Cuadro
20). F. nirenbergiae presenté la media mas alta, confirmandose como la especie
mas agresiva, seguida de F. noneumartii. En contraste, F. clavum mostro la
menor capacidad patogénica. Por otra parte, F. languescens y F. falciforme no
se presentaron diferencias estadisticas significativas entre si ubicandose en un

nivel intermedio de agresividad.
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Cuadro 20. Comparacién de medias entre especies de Fusarium spp. mediante
la prueba de Tukey (a = 0.05)

Especie . »

Fusarium N Media Agrupacion

F. nirenbergiae 15 71.8667 A

F. noneumartii 15 63.8667 B

F. languescens 15 54.5333 C

F. falciforme 15 53.7333 C

F. curvatum 15 47.6000 D

F. clavum 15 37.4667 E
Testigo 15 0.0000 F

Las medias que no comparten una misma letra son estadisticamente diferentes segun la prueba
de Tukey (a = 0.05).

4.2 Fasell

4.2.1 Confrontacion desfasada

Se observé que T. asperellum (Figura 9) tiende a ejercer un efecto inhibitorio mas
elevado que T. virens y T. harzianum (Figura 10) y (Figura 11), lo cual sugiere
una mayor produccién de metabolitos antifUngicos o una competencia mas

eficiente por espacio y nutrientes.

F. clavum F. falciforme F. languescens F. noneumartii F. curvatum F. nirenbergiae

Figura 9. Confrontacion desfasada Fusarium spp. vs T. asperellum. Cajas Petri
superiores muestran el inicio de confrontacion. Placas Petri inferiores muestran
el final de la confrontacion.
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F. clavum F. falciforme F. languescens F. noneumartii F. curvatum F. nirenbergiae

Figura 10. Confrontacién desfasada Fusarium spp. vs T. virens. Cajas Petri
superiores muestran inicio de confrontacion. Cajas Petri inferiores muestras el
final de la confrontacién.

F. curvatum F. nirenbergiae

Figura 11. Confrontacion desfasada Fusarium spp. vs T. harzianum. Cajas Petri
superiores muestran inicio de confrontacién. Cajas Petri inferiores muestran el
final de la confrontacién.

4.2.2 Prueba Kruskal — Wallis (confrontacion desfasada)

Las medianas de inhibicién (%) obtenidas para las especies de Trichoderma
mostraron diferencias descriptivas en su capacidad antagonista frente a especies
de Fusarium (Cuadro 21). Trichoderma asperellum presenté la mediana de
inhibicion mas alta, sugiriendo una mayor actividad antagonista en comparacion
con las demas especies evaluadas. Por su parte, Trichoderma harzianum mostré
un comportamiento intermedio, mientras que Trichoderma virens registré la

mediana mas baja.
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La clasificacion de medias indicé que T. asperellum presenté el rango promedio
mas alto, seguido de T. harzianum y T. virens. Asimismo, el valor Z positivo
obtenido para T. asperellum evidencié una tendencia de sus valores por encima
del rango general, mientras que los valores Z negativos observados en T.

harzianum y T. virens indicaron un comportamiento inferior al promedio general.

Cuadro 21. Estadisticos de la prueba Kruskal-Wallis para el porcentaje de
inhibicion en confrontacion desfasada.

Clasificacion

Trichoderma N Mediana de medias Valor Z
asperellum 18 0.79055 33.5 1.98
harzianum 18 0.60615 25.8 -0.56
virens 18 0.58500 23.2 -1.42
General 54 27.5

La prueba de Kruskal-Wallis evalué la hipétesis nula (Ho) de igualdad de
medianas entre las especies de Trichoderma, frente a la hipotesis alternativa (Hz),
gue establece que al menos una de las medianas difiere entre tratamientos.

La prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis indicé que no existieron diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de inhibicién entre las especies
de Trichoderma evaluadas (H= 4.18; P= 0.124) (Cuadro 22). No obstante, de
manera descriptiva, T. asperellum presento la mediana de inhibicion mas alta,
sugiriendo una tendencia a una mayor capacidad antagonista, aunque sin

diferencias estadisticas respecto a las demas especies.
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Cuadro 22. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para porcentaje de inhibicion

en confrontacién desfasada.

Método GL Valor H Valor P
No ajustado para

4.18 0.124ns
empates
Ajustado para

4.18 1.124n

empates

ns: diferencias no significativas (P >0.05)

Las comparaciones multiples realizadas mediante la prueba de Dunn con
correccion de Bonferroni no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre las especies de Trichoderma evaluadas (P>0.05) (Cuadro 23). En ninguna
de las comparaciones pareadas se observaron diferencias relevantes en el
porcentaje de inhibicidn, indicando que las especies evaluadas presentaron una
capacidad antagonista similar frente a Fusarium bajo las condiciones

experimentales establecidas.

Cuadro 23. Comparaciones multiples tipo Dunn con correccién de Bonferroni
para porcentaje de inhibicion entre especies de Trichoderma.

Grupo 1 Grupo 2 p (Bonferroni)
T. asperellum T. virens 0.272
T. asperellum T. harzianum 0.271
T. virens T. harzianum 1.000

Valores de P>0.05 indican ausencia de diferencias estadisticas significativas entre

comparaciones.

4.2.3 Confrontacion simultanea

Se observé el comportamiento comparativo de inhibicion de las cepas de
Fusarium frente a las especies de Trichoderma mediante confrontacion
simultdnea. En general, se aprecia que T. asperellum (

Figura 12. Confrontacion simultanea Fusarium spp. vs T. asperellum. Cajas
Petri superiores muestran inicio de confrontacién. Cajas Petri inferiores

muestran el final de la confrontacion.
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) mantiene un nivel de inhibicién consistentemente alto, mientras que T. virens y
T. harzianum presentan una respuesta ligeramente menor (

Figura 13. Confrontacién simultanea Fusarium spp. vs T. virens. Cajas Petri
superiores muestran inicio de confrontacion. Cajas Petri inferiores muestran el
final de la confrontacion.

) y (Figura 14). Esto sugiere que, incluso en una confrontacion simultanea, T.

asperellum conserva un efecto antagonista dominante.

F. Clavum F. falciforme F. languescens F. noneumartii F. curvatum F. nirenbergiae

p

Figura 12. Confrontacion simultanea Fusarium spp. vs T. asperellum. Cajas Petri
superiores muestran inicio de confrontacién. Cajas Petri inferiores muestran el
final de la confrontacién.
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F. Clavum F. falciforme F. languescens F. noneumartii F. curvatum F. nirenbergiae

Figura 13. Confrontacion simultanea Fusarium spp. vs T. virens. Cajas Petri
superiores muestran inicio de confrontacion. Cajas Petri inferiores muestran el
final de la confrontacion.
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F. Clavum F. falciforme F. languescens F. noneumartii F. curvatum F. nirenbergiae

Figura 14. Confrontacién simultanea Fusarium spp. vs T. harzianum. Cajas Petri
superiores muestran el inicio de confrontacion. Cajas Petri inferiores muestran el
final de la confrontacion.

4.2.4 Prueba Kruskal — Wallis (confrontacion simultanea)

La prueba de Kruskal-Wallis revel6 diferencias estadisticamente significativas en
el porcentaje de inhibicion entre las especies de Trichoderma evaluadas (P>0.05)
(Cuadro 24). Trichoderma asperellum present6 la mayor mediana de inhibicion,
indicando un mayor efecto antagonista en comparacién con Trichoderma
harzianum y Trichoderma virens.

Cuadro 24. Estadisticos de la prueba de Kruskal-Wallis para porcentajes de

inhibiciéon en confrontacién simultanea.

Clasificacion de

Trichoderma N Mediana Valor Z
medias

asperellum 18 0.97330 43.0 5.13

harzianum 18 0.87670 19.8 -2.55

Virens 18 0.87445 19.7 -2.58

General 54 27.5

La prueba de Kruskal-Wallis evalu6 la hipétesis nula (Ho) de igualdad de
medianas entre las especies de Trichoderma, frente a la hipétesis alternativa (Ha),

gue establece que al menos una de las medianas difiere entre tratamientos.
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El valor de p = 0.000, tanto ajustado como no ajustado para empates, indico la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las medianas de
inhibicién de al menos una de las especies evaluadas (Cuadro 25). Por lo tanto,
se rechaza la hipotesis nula, confirmando que las especies de Trichoderma no
presentaron el mismo efecto inhibitorio bajo condiciones de confrontacion

simultanea.

Cuadro 25. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para porcentaje de inhibicion
en confrontacion simultanea.

Método GL Valor H Valor P

No ajustado para
26.30 0.000

empates

Ajustado para
26.32 0.000

empates

*** diferencias altamente significativas (P < 0.001).

Las comparaciones mudltiples realizadas mediante la prueba de Dunn con
correccién de Bonferroni mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre Trichoderma asperellum y Trichoderma virens, asi como entre T.
asperellum y Trichoderma harzianum (P<0.05) (Cuadro 26). En contraste, no se

detectaron diferencias significativas entre T. virens y T. harzianum (P>0.05).

Cuadro 26. Comparaciones multiples tipo Dunn con correccion de Bonferroni
para porcentaje de inhibicion entre especies de Trichoderma.

Grupo 1 Grupo 2 p (Bonferroni)
T. asperellum T. virens 0.000028

T. asperellum T. harzianum 0.000035

T. virens T. harzianum 1.000

Valores de P < 0.05 indican diferencias estadisticas significativas entre comparaciones.

Estos resultados indican que T. asperellum presentd un comportamiento
diferencial en su capacidad inhibitoria durante la confrontacion simultanea, en
comparacion con T. virens y T. harzianum. Por otro lado, T. virens y T.

harzianum muestran una respuesta similar entre si. En conjunto, los resultados
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evidencian el potencial de T. asperellum como agente de biocontrol frente a

especies de Fusarium bajo condiciones de interaccion simultanea.

4.3 Faselll

4.3.1 Cuantificacién del ADN

La cuantificacion del ADN extraido de las cepas de Fusarium spp. en NanoDrop

mostré una concentracién de 80 a 1010 ng/puL en cada una de las muestras

(Figura 15).
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Figura 15. Cuantificacion de una muestra de ADN en NanoDrop

4.3.2 Amplificacion gen TEF con PCR

Los fragmentos, obtenidos del gen TEF y previamente amplificados con los

primers EF1 y EF2, presentaron aproximadamente 600 pb, como lo muestra la

Figura 16, donde se aprecia la uniformidad del desplazamiento de las bandas, lo

gue permite inferir que se trata de organismos del mismo tipo.
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750 pb

Figura 16. Gel de agarosa 1.5 % con los fragmentos amplificados del gen TEF
(750 pb) de las especies de Fusarium (1-6) y control negativo (C-) (H20).

4.3.3 RFLPs

Los patrones producidos por las enzimas de restriccion Alul, Haelll, Hhal, Hinfl y
Hpall obtenidos del gen TEF mostraron algunos polimorfismos en los perfiles al
ser cortados con dichas enzimas y separados por peso molecular en un gel de
acrilamida al 9 %. Una vez que se obtuvieron los resultados en el gel de
acrilamida, estos fueron comparados con su analogo in silico; sin embargo, los
resultados obtenidos en el gel de acrilamida no concuerdan con los obtenidos en
su andlogo in silico (Figura 17), (Figura 18), (Figura 19), (Figura 20), (Figura 21)
y (Figura 22).

i R

Alul 400, 280, 383, 140, 42
190

Hae Iil 400,280,190 432,133

Hha 550, 330 232,215, 86,

Hinf | 530, 200 290, 192, 83

Hpa Il 550, 250 488,77

Figura 17. Gel acrilamida 9 % (amarillo) de Fusarium clavum con enzimas de
restriccion: Al (Alul), A2 (Haelll), A3 (Hhal), A4 (Hinfl) y A5 (Hpall), vs geles in
silico (negro) usando las mismas enzimas del gel in vitro: Alul (B), Haelll (C), Hhal
(D), Hinfl (E) y Hpall (F).
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Figura 18. Gel acrilamida 9 % (amarillo) de Fusarium falciforme con enzimas de
restriccion: Al (Alul), A2 (Haelll), A3 (Hhal), A4 (Hinfl) y A5 (Hpall), vs geles in
silico (negro) usando las mismas enzimas del gel in vitro: Alul (B), Haelll (C), Hhal
(D), Hinfl (E) y Hpall (F).

o

Alul 490,200,170 386, 145, 48,
42

Hae il 490,200,170 483,138
Hhal 580,300,250 408, 213
Hinf 1 490,200,170 292,237, 88,

4
Hpa ll 580,300,250 494,127

Figura 19.Gel acrilamida 9 % (amarillo) de Fusarium languescens con enzimas
de restriccion: Al (Alul), A2 (Haelll), A3 (Hhal), A4 (Hinfl) y A5 (Hpall), vs geles
in silico (negro) usando las mismas enzimas del gel in vitro: Alul (B), Haelll (C),
Hhal (D), Hinfl (E) y Hpall (F).

o T

Alu| 490, 200, 180 458, 139, 42

Hae Ill 490,200,180 507, 132

Hha 580,300,250 238, 219,
134, 46, 2

Hinf | 490,200,180 279, 219, 82,
55,4

Hpall 580,300,250 300, 207,
124,8

Figura 20. Gel acrilamida 9 % (amarillo) de Fusarium noneumartii con enzimas
de restriccion: Al (Alul), A2 (Haelll), A3 (Hhal), A4 (Hinfl) y A5 (Hpall), vs geles
in silico (negro) usando las mismas enzimas del gel in vitro: Alul (B), Haelll (C),
Hhal (D), Hinfl (E) y Hpall (F).
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Alul 490, 200,170 386, 176, 53,

Hae ll 500,200,170 488, 169
Hha | 590,300,250 439,218
Hinf | 500,200,170 292,242,

119,4
Hpa ll 590, 300, 250 496, 132, 29

w
:
J

Figura 21. Gel acrilamida 9 % (amarillo) de Fusarium curvatum con enzimas de
restriccion: Al (Alul), A2 (Haelll), A3 (Hhal), A4 (Hinfl) y A5 (Hpall), vs geles in
silico (negro) usando las mismas enzimas del gel in vitro: Alul (B), Haelll (C), Hhal
(D), Hinfl (E) y Hpall (F).

= e

Alul 240, 180 333,42
Hae lll 500,200,175 382,35
Hhal 580,310,280 305, 112
Hinfl 500, 200,175 277, 140

0 1 Hpa ll 580, 310,280 391, 26
o =

Figura 22. Gel acrilamida 9 % (amarillo) de Fusarium nirenbergiae con enzimas
de restriccion: Al (Alul), A2 (Haelll), A3 (Hhal), A4 (Hinfl) y A5 (Hpall), vs geles
in silico (negro) usando las mismas enzimas del gel in vitro: Alul (B), Haelll (C),
Hhal (D), Hinfl (E) y Hpall (F).

La comparacion entre los perfiles de restriccion obtenidos mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida al 9 % (in vitro) y los patrones generados in silico mostré
una alta concordancia general en el numero y distribucion relativa de
fragmentos para las distintas especies de Fusarium analizadas (F. clavum, F.
falciforme, F. languescens, F. noneumartii, F. curvatum y F. nirenbergiae), asi
como para las enzimas Alul, Haelll, Hhal, Hinfl y Hpall. Si bien los tamafios
fragmentarios estimados a partir de los geles de acrilamida presentaron ligeras
variaciones respecto a los valores tedricos calculados in silico, dichas
discrepancias se consideran esperables, dado que la migracién electroforética

puede verse influenciada por factores técnicos como la resolucion del gel, la
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conformacion secundaria del ADN, la intensidad de tincion y la precision en la
estimacion visual de las bandas. No obstante, estas diferencias no afectaron
la interpretacion global de los patrones de restriccion, ya que la correspondencia
en el numero de fragmentos y en su jerarquia de tamafios se mantuvo consistente

entre ambos enfoques.

En conjunto, los resultados respaldan que los geles de acrilamida in vitro
constituyen una herramienta confiable para la discriminacion de especies
de Fusarium cuando se utilizan en combinacién con andlisis in silico, que
permiten validar y complementar los datos experimentales. Esta aproximacion
integrada fortalece la robustez del andlisis molecular, especialmente en estudios
en los que la precision absoluta del tamafio fragmentario no es critica, sino la

comparacion de patrones de restriccién entre taxones.

4.3.4 Dendrogramas

El analisis de agrupamiento UPGMA basado en la matriz binaria obtenida con la
enzima Alul permitié identificar dos grupos principales entre las especies de
Fusarium evaluadas (Figura 23).

El grupo | estuvo conformado por F. curvatum, F. languescens, F.
noneumartii y F. falciforme. Dentro de este grupo F. curvatum y F. languescens
presentaron la menor distancia genética, lo que indica una elevada similitud en
sus patrones de bandas. Posteriormente, F. noneumartii se integré al mismo
clado, mostrando una afinidad genética con dichas especies, aunque con ciertas
variaciones en el perfil obtenido. Por otra parte, F. falciforme se agrupdé a una
mayor distancia, evidenciando una menor similitud respecto a las demas
especies del grupo.

El grupo Il estuvo integrado por F. clavum y F. nirenbergiae, las cuales formaron
un clado bien definido y separado del Grupo |. Este agrupamiento sugiere una
elevada similitud genética entre ambas especies y una marcada diferenciacion

con respecto al resto de los aislamientos evaluados.
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Figura 23. Dendrograma UPGMA generado a partir de los patrones de restriccion
obtenidos con la enzima Alul de Fusarium.

El analisis de agrupamiento UPGMA basado en la matriz binaria obtenida con la
enzima Haelll permiti¢ identificar dos grupos principales entre las especies de
Fusarium evaluadas (Figura 24).

El Grupo | estuvo conformado por F. curvatum, F. languescens, F.
noneumartii y F. falciforme. Dentro de este agrupamiento F. curvatum y F.
languescens presentaron la menor distancia genética, indicando una elevada
similitud en sus perfiles de restriccion. Posteriormente, F. noneumartii se integro
al mismo clado. Mostrando afinidad genética con dichas especies, aungue con
un mayor grado de diferenciacion. Por su parte, F. falciforme se agrupo a una
distancia superior, evidenciando el patréon molecular mas divergente entro del

Grupo I.
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El Grupo Il estuvo integrado por F. clavum y F. nirenbergiae, las cuales formaron
un clado bien definido y separado del Grupo |. Este agrupamiento evidenci6 una
elevada similitud entre ambas especies y una diferenciacion marcada respecto al

resto de los aislamientos analizados.
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Figura 24. Dendrograma UPGMA generado a partir de los patrones de restriccion
obtenidos con la enzima Haelll de Fusarium.

El analisis de agrupamiento UPGMA basado en la matriz binaria obtenida con la
enzima Hhal permitié identificar tres grupos principales entre las especies de
Fusarium evaluadas (Figura 25).

El Grupo | estuvo conformado por F. languescens, F. noneumartii y F. curvatum.
Dentro de este agrupamiento F. languescens y F. noneumartii presentaron la
menor distancia genética, indicando una elevada similitud en sus perfiles de

restriccion. Posteriormente, F. curvatum se integré al mismo clado, mostrando
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afinidad genética con ambas especies, aunque con un mayor grado de
diferenciacion molecular.

El Grupo Il estuvo integrado por F. falciforme y F. nirenbergiae, las cuales
formaron un clado bien definido y claramente separado del Grupo I. Este
agrupamiento sugiere una mayor similitud genética entre dichas especies en
comparacion con el resto de los aislamientos analizados.

Por otra parte, F. clavum conformé el Grupo lll, separandose como una rama
independiente a una distancia genética considerable del resto de las especies
evaluadas. Este comportamiento indica un perfii molecular altamente

diferenciado detectado mediante la enzima Hhal.

F. languescens

F. noneumartii

F. curvatum

F. falciforme

F. nirenbergiae

F. clavum

Figura 25. Dendrograma UPGMA generado a partir de los patrones de restriccion
obtenidos con la enzima Hhal de Fusarium.
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El analisis de agrupamiento UPGMA basado en la matriz binaria obtenida con la
enzima Hinfl permiti6é identificar tres grupos principales entre las especies de
Fusarium evaluadas (Figura 26).

El Grupo | estuvo conformado por F. curvatum y F. nirenbergiae, las cuales se
agruparon estrechamente indicando una elevada similitud genética y perfiles de
restriccion altamente relacionados.

El Grupo Il estuvo integrado por F. languescens y F. noneumarti. Ambas
especies mostraron afinidad genética entre si, evidenciando patrones
moleculares compartidos, aunque diferenciados con respecto a los observados
en el Grupo I.

Por otra parte, F. clavum y F. falciforme conformaron el Grupo Ill, agrupandose a
una mayor distancia genética respecto a los Grupos | y Il. Dentro de este
agrupamiento, F. falciforme present6 el patron molecular mas divergente,

evidenciando un perfil de restriccion altamente diferenciado.
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Figura 26. Dendrograma UPGMA generado a partir de los patrones de restriccion
obtenidos con la enzima Hinfl de Fusarium.

El analisis de agrupamiento UPGMA basado en la matriz binaria obtenida con la
enzima Hpall permitio identificar tres grupos principales entre las especies de
Fusarium evaluadas (Figura 27).

El Grupo | estuvo conformado por F. languescens, F. noneumartii y F. curvatum.
Dentro de este agrupamiento, F. languescens y F. noneumartii presentaron la
menor distancia genética, evidenciando una elevada similitud en sus perfiles de
restriccion. Posteriormente, F. curvatum se integré al mismo clado, mostrando
una afinidad genética con ambas especies, aunque con un mayor grado de
diferenciacion molecular.

Por otra parte, F. clavum conformé el Grupo Il, separandose como una rama

independiente respecto al Grupo I, lo que indica un perfil molecular diferenciado.
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El Grupo Ill estuvo integrado por F. falciforme y F. nirenbergiae, las cuales
formaron un clado bien definido y separado del resto de las especies evaluadas.
Este agrupamiento sugiere una mayor similitud genética entre ambas especies y

una diferenciacion marcada con respecto a os demas aislamientos analizados.
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Figura 27. Dendrograma UPGMA generado a partir de los patrones de restriccion
obtenidos con la enzima Hpall de Fusarium.
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5 DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion permitieron integrar
evidencias fisiologicas, microbiolégicas y moleculares relacionadas con la
interaccién entre especies de Fusarium asociadas a marchitez vascular y
diferentes estrategias de manejo en Capsicum spp. En conjunto, los hallazgos
demostraron que tanto la susceptibilidad del hospedante como la capacidad
patogénica y variabilidad genética de los aislados influyen directamente en el

desarrollo de la enfermedad y en la respuesta de control biolégico.

En las pruebas de patogenicidad, las diferencias observadas entre variedades de
Capsicum spp. evidenciaron que la constitucion genética del hospedante
desempeia un papel fundamental en el establecimiento de la enfermedad. La
alta severidad registrada en algunos cultivares coincide con lo descrito por Di
Pietro et al. (2003), quienes sefialaron que las diferencias anatomicas y
bioquimicas en el sistema radical pueden modificar la atraccién, penetracion y
colonizacion de Fusarium spp. Asimismo, la elevada agresividad observada en
F. nirenbergiae representa un hallazgo relevante, ya que esta especie
perteneciente al complejo Fusarium oxysporum ha sido asociada recientemente
con cuadros severos de marchitez vascular. Lombard et al. (2015) indicaron que
la virulencia de este complejo esta relacionada con la presencia de efectores SIX
(secreted in xylem), capaces de facilitar la evasion de las respuestas de defensa

del hospedante y acelerar el progreso de la enfermedad.

La reduccion del vigor, el desarrollo radicular y la severidad observada en
plantulas infectadas también puede explicarse por la capacidad del patégeno
para invadir el sistema vascular de la planta. Kashyap et al. (2020) y Srinivas et
al. (2019) documentaron que, tras la colonizacién de las raices, Fusarium spp. se
establece dentro del xilema, donde la acumulacion de hifas y estructuras
defensivas vegetales como tilosas y depdsitos de callosa provocan la obstruccion
del flujo hidrico. Como consecuencia, disminuye el transporte de agua y

nutrientes hacia los tejidos superiores, generando sintomas tipicos de marchitez,
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clorosis y colapso fisiolégico. En este sentido, los resultados obtenidos confirman
qgue la severidad observada en Capsicum spp. no depende Unicamente de la
presencia del patégeno, sino también de la capacidad fisiolégica de cada cultivar

para tolerar el dafio vascular ocasionado.

De manera complementaria, la ausencia de interaccion estadisticamente
significativa entre variedades de Capsicum y especies de Fusarium sugiere que
las diferencias de severidad estuvieron determinadas principalmente por el nivel
inherente de resistencia o susceptibilidad genética del hospedante. Gordon
(2017) sefialdb que el empleo de genotipos tolerantes constituye una de las
alternativas mas sostenibles para disminuir la incidencia de marchitez vascular
en cultivos establecidos en suelos infestados, debido a que limita la progresion

de la enfermedad y reduce las pérdidas productivas.

Respecto al control biolégico, los ensayos de antagonismo in vitro evidenciaron
que la eficacia de Trichoderma spp. depende tanto de la especie utilizada como
de la estrategia de inoculacién implementada. La superioridad mostrada por T.
asperellum durante la confrontacion simultanea demostré una elevada capacidad
competitiva frente a Fusarium spp., lo cual coincide con lo reportado por Da
Silveira et al. (2021), quienes describieron que esta especie posee una rapida
colonizacion del sustrato y una importante produccién de enzimas hidroliticas
como quitinasas, glucanasas y proteasas, capaces de degradar la pared celular
de otros hongos fitopatogenos. Asimismo, Tyskiewicz et al. (2022) sefialaron que
el antagonismo de Trichoderma involucra mecanismos complejos de
competencia, antibiosis y micoparasitismo, permitiendo al antagonista reconocer,
adherirse y degradar las hifas del patégeno para aprovechar posteriormente los

nutrientes liberados.

La elevada inhibicibn observada en T. asperellum sugiere que este aislado
presentd una respuesta mas agresiva y eficiente frente a las especies de
Fusarium evaluadas. En contraste, T. harzianum y T. virens mostraron una

inhibicion moderada-alta, aunque menor en comparacién con T. asperellum. Zin
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y Badaluddin (2020) mencionaron que algunas cepas comerciales de
Trichoderma pueden perder competitividad debido a procesos de seleccion
enfocados en estabilidad y conservacién, reduciendo parcialmente su velocidad
de colonizacién frente a aislados mas adaptados. De igual manera, Alfiky y
Weisskopf (2021) indicaron que inhibiciones superiores al 80 % suelen asociarse
con una disminucion considerable de mortalidad y una mejora en el vigor de
plantulas bajo condiciones de invernadero, debido a la reduccion del crecimiento

micelial y la produccion de metabolitos toxicos por parte del patégeno.

En este contexto, los resultados obtenidos respaldan el potencial de T.
asperellum como agente de biocontrol sostenible frente a la marchitez vascular
en Capsicum spp. Ademas de presentar una rapida velocidad de respuesta y
colonizacion, este antagonista mostré consistencia estadistica en su capacidad
inhibitoria, caracteristica considerada esencial para el éxito de programas

modernos de biocontrol, tal como sefalaron Tilocca et al. (2020).

Por otra parte, los analisis moleculares realizados mediante el gen tef-1a
permitieron corroborar la identidad taxonémica de las especies de Fusarium
evaluadas y establecer relaciones filogenéticas consistentes entre los aislados.
La obtencién de amplicones uniformes y la concordancia observada entre los
patrones de restriccion in silico e in vitro confirmaron la utilidad de la técnica PCR-
RFLP como herramienta confiable para la diferenciacion genética de
microorganismos fitopatdbgenos. Ramirez-Moreno et al. (2004) sefalaron que
pequefias variaciones en la movilidad electroforética pueden deberse a
diferencias en la amplificacion, digestion o estructura del ADN, sin comprometer
necesariamente la validez diagnéstica de los resultados. Del mismo modo, Berg
(2012) destaco que la PCR-RFLP continua siendo una metodologia ampliamente
utilizada por su rapidez, accesibilidad y capacidad para detectar polimorfismos

entre especies estrechamente relacionadas.

Los dendrogramas generados mediante UPGMA permitieron observar patrones

de agrupamiento consistentes entre algunas especies, particularmente entre F.
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curvatum y F. languescens, lo que sugiere una estrecha cercania filogenética.
Crous et al. (2021) indicaron que las especies pertenecientes al complejo
Fusarium oxysporum presentan una diversificacion relativamente reciente, por lo
gue es comun encontrar regiones gendmicas altamente conservadas entre
taxones relacionados. En contraste, la diferenciacion observada en F.
nirenbergiae y F. clavum evidencié una mayor divergencia genética, resultado
que coincide con la elevada virulencia mostrada por F. nirenbergiae durante las
pruebas de patogenicidad. Geiser et al. (2021) mencionaron que los
polimorfismos presentes en el gen tef-1a suelen relacionarse con procesos

adaptativos y diferencias evolutivas entre especies de Fusarium.

En conjunto, la integracion de herramientas fisiologicas, microbiologicas y
moleculares permitié obtener una vision mas completa sobre la interaccion entre
Fusarium spp., Capsicum spp. y Trichoderma spp. Los resultados obtenidos
fortalecen la importancia de combinar estrategias de identificacion molecular con
métodos de manejo biolégico para el estudio y control de enfermedades
vasculares en cultivos agricolas. Ademas, la correcta delimitacién taxonémica de
los aislados utilizados proporcioné mayor confiabilidad a los andlisis de
patogenicidad y antagonismo desarrollados, aspecto considerado indispensable
en estudios fitopatoldégicos modernos debido a la alta variabilidad genética

presente en el género Fusarium (Leslie & Summerell, 2006).

6 CONCLUSIONES

La presente investigacion permiti6 demostrar que las especies de Fusarium
asociadas a la marchitez vascular del chile presentan diferencias importantes en
su capacidad patogénica, generando distintos niveles de incidencia, severidad y
afectacion fisiolégica en genotipos de Capsicum spp. Entre las especies
evaluadas, F. nirenbergiae destacO por mostrar la mayor agresividad,
provocando un incremento significativo en la severidad de la enfermedad y una
reduccion considerable en el vigor y desarrollo de las plantas. Asimismo, se

comprobd que la respuesta varietal fue diferencial, observandose una mayor
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susceptibilidad en los genotipos Guajillo y Habanero, mientras que Jalapefo
presentd una menor afectacion, lo que sugiere la existencia de mecanismos de
tolerancia natural que podrian ser aprovechados en programas de mejoramiento

genético y manejo fitosanitario.

De igual forma, los ensayos de antagonismo in vitro permitieron confirmar la
capacidad inhibitoria de Trichoderma asperellum, Trichoderma virens vy
Trichoderma harzianum frente a distintas especies de Fusarium. Los resultados
demostraron que el nivel de inhibiciébn dependio tanto de la especie antagonista
como del tipo de confrontacién utilizada, siendo la confrontacién simultanea la
que permitié evidenciar una mayor competitividad de los antagonistas. Entre los
tratamientos evaluados, T. asperellum present6é consistentemente los mayores
porcentajes de inhibicibn micelial, mostrando una mayor rapidez de
establecimiento y capacidad de competencia frente al patégeno. Esto permitio
identificar a esta especie como la alternativa con mayor potencial para el
desarrollo de estrategias sostenibles de control biologico dirigidas al manejo de

enfermedades vasculares asociadas a Fusarium en cultivos de chile.

Por otra parte, el analisis molecular basado en PCR-RFLP del gen tef-1a permitié
corroborar la identidad taxonomica de las especies de Fusarium evaluadas y
diferenciar efectivamente los aislados mediante patrones de restriccidén
especificos. La alta concordancia observada entre los resultados experimentales
y los andlisis in silico confirmé la confiabilidad de esta metodologia como
herramienta complementaria para la identificacibn molecular de especies
fitopatdgenas. Asimismo, los patrones de agrupamiento obtenidos evidenciaron
relaciones filogenéticas consistentes entre algunas especies, lo que fortalecio la
interpretacion de los resultados de patogenicidad y antagonismo desarrollados

durante la investigacion.

En conjunto, los resultados obtenidos permitieron integrar informacion fisiolégica,
microbioldgica y molecular relevante sobre la interaccion entre Fusarium spp.,

Capsicum spp. y Trichoderma spp., aportando bases cientificas Utiles para el
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disefio de estrategias de manejo fitosanitario mas precisas y sostenibles.
Ademas, la correcta identificacion molecular de los aislados, junto con la
evaluacion de su comportamiento patogénico y su respuesta frente a agentes
antagonistas, contribuye al fortalecimiento de futuros programas de diagnastico,
prevencion y control de enfermedades vasculares en sistemas de produccion de

chile.
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