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Cuantificación de nutrientes en plántulas de chile soledad 116 

(Capsicum annuum). (A) Colecta de la muestra; (B) 

extracción de savia en peciolos y tallos; y (C) medición en 

instrumentos HANNA Checker® y ionómetros LAQUAtwin.

Efecto antagónico de los bioinoculantes en plántulas 116 

(Capsicum annuum). (A) Plántulas en contenedores de 

poliuretano de 8 oz.; (B) incidencia y severidad presente en 

plántulas.

Resultado del análisis molecular de la cepa (Fusarium 117 

oxysporum).
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RESUMEN

El cultivo de chile soledad (Capsicum annuum L.) es uno de los productos 

ampliamente cultivados en la región de la Cuenca del Papaloapan, donde su fruto 

es apreciado por su valor en el mercado. En 2023, el municipio de San Juan 

Bautista Tuxtepec alcanzó una producción de 530.55 toneladas y una superficie 

sembrada de 94.7 hectáreas. Por su parte, el municipio de Loma Bonita produjo 

338.79 toneladas, con una superficie sembrada de 53.80 hectáreas. Aunado a su 

importancia económica, esta hortaliza se ve afectada por enfermedades fúngicas 

como Fusarium oxysporum Schltdl., que ocasiona marchitamiento y retraso en el 

crecimiento de las plántulas, causando pérdidas económicas para los productores. 

Al mismo tiempo, para proteger sus cultivos, los agricultores recurren al uso de 

agroquímicos. Sin embargo, el uso inadecuado de estos productos ha favorecido 

el surgimiento de resistencias en hongos fitopatógenos. Por lo tanto, se ha 

planteado el uso de bioinoculantes amigables con el medio ambiente, como el 

quitosano y Trichoderma harzianum Rifai, que desempeñan un papel importante 

en la defensa frente al ataque de este agente fitopatógeno y reducen los daños 

provocados por el exceso de productos químicos. El objetivo de este trabajo fue 

evaluar la actividad antagónica de la combinación de quitosano y T. harzianum 

contra F. oxysporum en plántulas de chile soledad (C. annuum). Se realizaron 

cuatro tratamientos: Testigo (T), Quitosano (Q), T. harzianum (Th), y T. harzianum 

+ Quitosano (Th+Q). Los tratamientos consistieron en una aplicación al momento 

de la siembra para la germinación, y una segunda aplicación en la base del tallo 

para el desarrollo de las plántulas a los 7, 15, 22, 29, 36 y 43 días después de la 

siembra (DDS). Los resultados mostraron que, a los 43 DDS, se presentaron 

diferencias significativas en cuanto al diámetro de las plantas, la altura, el número 

de hojas, el área foliar y los brotes axilares, con mejores resultados en los 

tratamientos (Q) y (Th+Q). Finalmente, en la prueba de antagonismo, los síntomas 

de enfermedad causados por F. oxysporum mostraron que, al día 45 después de 

la inoculación (DDI), los síntomas fueron más severos en el tratamiento (T), con un 

índice de enfermedad (IE) de 93.33% y un porcentaje de severidad de la
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enfermedad (PSE) de 90.37%, lo que se reflejó en una marchitez más severa. Los 

demás tratamientos mostraron los siguientes valores: (Q) alcanzó un IE de 26.66% 

y un PSE de 20%; (Th) un IE de 33.33% y un PSE de 25.92%; y (Th+Q) un IE de 

13.33% y un PSE de 8.14%. La combinación de bioinoculantes demostró el mayor 

antagonismo para el combate de la enfermedad.
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ABSTRACT

The cultivation of soledad chili (Capsicum annuum L.) is one of the products widely 

cultivated in the región of the Papaloapan Basin, where its fruit is appreciated for 

its market value. In 2023, the municipality of San Juan Bautista Tuxtepec reached 

a production of 530.55 t and a planted area of 94.7 ha. The municipality of Loma 

Bonita produced 338.79 t, with a planted area of 53.80 ha. In addition to its 

economic importance, this vegetable is affected by fungal diseases such as 

Fusarium oxysporum Schltdl, which causes wilting and stunted seedling growth, 

causing economic losses for growers. At the same time, to protect their crops, 

farmers resort to the use of agrochemicals. However, the inappropriate use of 

these products has favored the emergence of resistance in phytopathogenic fungi. 

Therefore, the use of environmentally friendly bioinoculants, such as chitosan and 

Trichoderma harzianum Rifai, has been proposed, which play an important role in 

the defense against the attack of this phytopathogenic agent and reduce the 

damage caused by the excess of chemical products. The objective of this work 

was to evaluate the antagonistic activity of the combination of chitosan and T. 

harzianum against F. oxysporum in seedlings of soledad chili (C. annuum). Four 

treatments were carried out: Control (T), Chitosan (Q), T. harzianum (Th), and T. 

harzianum + Chitosan (Th+Q). The treatments consisted of one application at 

sowing for germination, and a second application at the base of the stem for 

seedling development at 7, 15, 22, 29, 36 and 43 days after sowing (DDS). The 

results showed that, at 43 DDS, there were significant differences in plant 

diameter, height, number of leaves, leaf area and axillary buds, with better results 

in the treatments (Q) and (Th+Q). Finally, in the antagonism test, disease 

symptoms caused by F. oxysporum showed that, at day 45 after inoculation (DDI), 

symptoms were more severe in treatment (T), with a disease index (SI) of 93.33% 

and a percentage disease severity (PSE) of 90.37%, which was reflected in a more 

severe wilt. The other treatments showed the following values: (Q) achieved an IE 

of 26.66% and a PSE of 20%; (Th) an IE of 33.33% and a PSE of 25.92%; and
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(Th+Q) an IE of 13.33% and a PSE of 8.14%. The combination of bioinoculants 

showed the highest antagonism for disease control.
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1. INTRODUCCIÓN

El chile verde (Capsicum annuum L.) es una de las hortalizas más importantes en 

el mundo, según informa la Secretaría de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) 

(2021), por el valor que aporta a la producción agrícola de las regiones de siembra 

y la generación de ingresos competitivos para los productores. Este cultivo 

pertenece al género Capsicum, el cual comprende 26 especies silvestres, de las 

cuales, cinco especies están domesticadas: Capsicum annuum L., Capsicum 

frutescens L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum baccatum L., y Capsicum 

pubescens Ruiz y Pavon (Kraft et al., 2014; Barboza et al., 2022). De acuerdo con 

las cifras de la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura (FAO, 2022), la especie más cultivada del mundo es C. annuum, con 

una producción mundial estimada de más de 36.97 millones de toneladas, donde 

China ocupa el primer lugar en producción con un total de 16.83 millones de 

toneladas y una superficie sembrada de 759,817 ha, seguido de México que 

ocupa un segundo lugar, con un total de 3.11 millones de toneladas y una 

superficie sembrada de 156,718 ha. Por otro lado, cabe mencionar que México es 

considerado el centro de origen y diversificación de esta especie (Tripodi et al.,

2021), donde se haya una extensa diversidad genética de chiles verdes, entre los 

cuales se conocen al menos 200 variedades criollas y 64 variedades 

domesticadas, teniendo una amplia producción, distribución y consumo en todo el 

territorio nacional (SADER, 2023). Es así que, para el estado de Oaxaca y 

Veracruz, se cultiva la variedad conocida como chile soledad (C. annuum), 

también llamado chile serranito o serrano delgado (Aguilar-Rincón et al., 2010), 

donde se reportó que cada uno tuvo una producción de 1,764.78 t con una 

superficie sembrada de 328.90 ha y 13,164.04 t con 1,389.67 ha respectivamente 

(SIAP, 2023). Cabe mencionar que, en la región de la Cuenca del Papaloapan, 

ubicada en el estado de Oaxaca, se cultiva esta variedad de chile (chile soledad), 

cuya actividad representa una fuente de ingresos para los productores locales 

(Arrazola, 2022), sin embargo, la producción y productividad de este cultivo se 

reduce debido a diferentes factores bióticos y abióticos (Vysali et al., 2021). Entre 

los factores bióticos, se ve afectado por enfermedades que causan un deterioro en
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las plantas y los frutos (Vijay et al., 2023), y aunque existe una diversidad de 

microorganismos que lo afectan, tiene mayor relevancia Fusarium oxysporum 

Schltdl. (Tilahun et al., 2024), causante del marchitamiento del chile, que causa 

síntomas como clorosis, necrosis, caída de hojas, decoloración marrón en el 

sistema de vasos y retraso del crecimiento (Dewi et al., 2021). Siendo una de las 

principales enfermedades del chile que se transmite por el suelo y por las semillas, 

provocando pérdidas en la producción de los cultivos (Menge et al., 2020). Este 

problema causa pérdidas económicas para los productores, los cuales recurren al 

uso de agroquímicos para combatir el problema, que conlleva un alto gasto 

económico por el precio elevado de estos compuestos químicos afectando su 

economía (Hu, 2020). Además, el uso indiscriminado de estos productos, es el 

causante de daños ambientales, afectaciones a la salud de las personas junto con 

la fauna silvestre terrestre y acuática, así como el surgimiento de resistencias 

fúngicas, por consiguiente, surge una pérdida de la efectividad de los mismos 

(Carmona y Sautua, 2017; Kole et al., 2019; Mitra et al., 2021). A partir de esta 

situación, surge la necesidad de desarrollar métodos de manejo de enfermedades 

de este cultivo que no sean dañinos con el ambiente, y uno de los cuales es el 

control biológico mediante el uso de bioinoculantes con capacidad antagónica 

sobre F. oxysporum.

El bioinoculante que se propone es la cepa fúngica de la especie Trichoderma 

harzianum Rifai, que presenta importancia agrícola por su actividad 

biocontroladora de una amplia gama de hongos fitopatógenos que afectan cultivos 

de importancia alimenticia (Saldaña-Mendoza et al., 2023; Xiao et al., 2023). Su 

mecanismo de acción está mediado por su actividad micoparasitaria y por 

competencia de nutrientes (Yassin et al., 2021; Güglü y Ozer, 2022; Mukherjee et 

al., 2022). Además, en cultivos de chile, este organismo presenta un alto potencial 

como controlador biológico contra F. oxysporum (Anjum et al., 2020; Hewedy et 

al., 2020). Junto a T. harzianum, se propone el uso del quitosano, que es un 

polímero natural obtenido de la desacetilación de la quitina (Klinger et al., 2019), la 

cual se encuentra distribuida en la naturaleza y es el principal constituyente del
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exoesqueleto de invertebrados marinos, además de encontrarse en el cuerpo de 

insectos, artrópodos y moluscos (Mao et al., 2017; Luo et al., 2019). Este 

biopolímero natural posee atributos benéficos en la agricultura, por su protección 

de plantas hortícolas contra patógenos, en la productividad y el crecimiento de las 

plantas, especialmente en condiciones ambientales desfavorables (Shahrajabian 

et al., 2021). Además, existen evidencias de que hay sensibilidad de los hongos 

patógenos hacia este compuesto, el cual es un inhibidor de la germinación y 

efectivo sobre los conidios e hifas de estos hongos (Palma-Guerrero et al., 2008). 

Por lo tanto, se espera que con la formulación y aplicación de estos 

bioinoculantes, brinde a este estudio información importante para desarrollar una 

estrategia de cultivo económica y compatible con el medio ambiente para el 

manejo de enfermedades fúngicas como F. oxysporum; además que los 

productores disminuyan sus costos de producción, y así mismo, se minimice el 

efecto nocivo provocado por el uso excesivo de agroquímicos.
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2. MARCO TEÓRICO

2.1. Generalidades del chile

2.1.1. Información general

El chile (Capsicum annuum L.) es considerada una de las especies más 

importantes, pues pertenece a las hortalizas más cultivadas del mundo (FAO, 

2022) y, en México es donde se encuentra la mayor diversidad genética, puesto 

que se conocen alrededor de 200 variedades criollas, con 64 variedades 

domesticadas (SADER, 2023). Sus diferentes variedades se han adaptado a 

diferentes tipos de climas y suelos, lo que ha contribuido que su distribución 

geográfica sea amplia (Liu et al., 2023).

El chile pertenece a la familia de las solanáceas, conformada por 31 especies, de 

las cuales menciona el Instituto para la Innovación Tecnológica en Agricultura 

(INTAGRI) (2020) y Barboza et al. (2022), cinco han sido domesticadas: Capsicum 

baccatum L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum pubescens Ruiz y Pavon, 

Capsicum frutescens L. y Capsicum annuum L. Donde la especie mayor 

distribuida pertenece a la especie C. annuum , y se pueden encontrar de forma 

cultivada o silvestre (Aguirre y Muñoz, 2015; Villalón-Mendoza et al., 2023).

2.1.2. Origen

Todas las especies del género Capsicum son originarias de América central y del 

sur (Carrizo-García et al., 2016), y de acuerdo a los especialistas México se 

considera el centro de origen (Tripodi et al., 2021). La domesticación de Capsicum 

annuum probablemente ocurrió en el noreste o en centro-este de México, donde 

los restos más antiguos datan de hace 7 a 9 mil años de antigüedad (Pérez et al.,

2015), y se obtuvieron del estrato pre-cerámico de las cuevas de Coxcatlán, en el 

Valle de Tehuacán, Puebla y las cuevas de Romero y Valenzuela, en Ocampo, 

Tamaulipas, junto con restos de otros cultivos como maíz (Zea mays L.), frijol 

(Phaseolus sp.) y calabaza (Cucurbita sp.) (Kraft et al., 2014).
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2.1.3. Clasificación taxonómica de Capsicum annuum

La clasificación del chile de acuerdo con el Herbario Nacional de México (MEXU) 

(2019), es la siguiente:

Tabla 1. Clasificación taxonómica de Capsicum annuum.

Reino Plantae
Filo: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

Especie: Capsicum annuum

Nombre científico Capsicum annuum L.

Fuente: MEXU (2019).

2.1.4. Descripción botánica de chile (Capsicum annuum)

2.1.4.1. Raíz

El eje principal de la raíz consiste en una región vigorosa con presencia de raíces 

laterales localizadas en el eje. Se distribuyen horizontalmente a una longitud de 30 

a 50 cm y su crecimiento alcanza los 30 a 60 cm de profundidad. Generalmente, 

las raíces representan aproximadamente el 10% del peso total (Bosland y Votava, 

2012).

2.1.4.2. Tallo

Los tallos son de consistencia herbácea, de forma cilíndrica o angular, de color 

verde a verde parduzco en etapas jóvenes, y en la madurez a veces con líneas 

púrpuras en los nudos (antocianinas), glabros a moderadamente pubescentes, 

cuyo diámetro vario de 0.5 a 1.5 cm (Bosland y Votava, 2012; Barboza et al.,

2022).
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2.1.4.3. Hoja

La lámina es ampliamente lanceolada u ovada, entera, delgada, pueden ser de 

color verde pálido a oscuro, glabras a moderadamente pubescentes en ambas 

caras, especialmente en los nervios principales abaxialmente, de 1.5 a 12 cm de 

largo y 2.5 a 5 cm de ancho, el ápice es acuminado, la base es cuneada o aguda 

(Bosland y Votava, 2012; Barboza et al., 2022).

2.1.4.4. Flor

Las flores típicas de C. annuum son solitarias, axilares, terminales, hermafroditas y 

de ovario súpero. El pedicelo mide más de 1.5 cm de longitud; el cáliz es 

campanulado, ligeramente pentadentado, aproximadamente de 2mm de longitud 

generalmente alargado y cubriendo la base de la fruta. La corola es color blanco o 

verde, rotada en la mayoría de las especies, con cinco a siete pétalos que miden 

de 10 a 20 mm de longitud. El diámetro de las flores es de 10 a 15 mm. Las 

anteras son anguladas, ovario bilocular, pero a menudo multilocular, estilo simple, 

blanco o purpura (Bosland y Votava, 2012; Barboza et al., 2022).

2.1.4.5. Fruto

Los frutos presentan diferentes formas, tamaños y color. La longitud varía entre 

1cm hasta 32.5 cm con cuerpos cilíndricos y epidermis lisa. Normalmente los 

frutos son picantes, color verde que varía desde el claro hasta muy oscuro 

inmaduro que cambia de color rojo en la maduración, presenta semillas y tiene dos 

o más lóculos, cada uno dividido por una placenta central (Bosland y Votava, 

2012; Barboza et al., 2022).

2.1.4.6. Semillas

Las semillas son pequeñas, numerosas con más de 50 por fruto, tienen una 

dimensión de 3.8-4.4 mm de largo y 3.2-3.6 mm de ancho, en forma de C o D, 

aplanadas y comprimidas, la cubierta de la semilla lisa a ligeramente reticulada 

con el embrión imbricado. Cuando la semilla está verde tiene un color blanco y al 

madurar presenta un color amarillo pálido (Barboza et al., 2022).
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2.1.5. Requerimientos edafoclimáticos

21.5.1. Temperatura

Es una planta que para germinar requiere temperaturas cálidas de entre 20 y 

30°C, la cual puede variar de 16 a 32°C, para crecer y dar frutos. Lo importante es 

que la temperatura no descienda menos de los 18°C, porque el crecimiento de la 

planta se detiene (SADER, 2022). Este cultivo se puede desarrollar a nivel del mar 

y hasta una altitud de 2,500 msnm (SIAP, 2023).

2.1.5.2. Riego

No se requiere riego en condiciones de lluvias. En zonas áridas y semi-áridas es 

necesario realizarla para mantener una adecuada humedad en el suelo. Además, 

son sensibles al estrés hídrico durante su fase de floración y fructificación 

(Bosland y Votava, 2012).

2.1.5.3. Suelo

Las condiciones de suelo para el cultivo de chile, se requiere que sean de buen 

drenado, con textura franco arenoso, franco limoso o franco arcilloso y con 

pequeña cantidad materia orgánica, retención intermedia de agua, y para 

favorecer su desarrollo es recomendable un pH de 5.5 a 7.0 grados de acidez 

(SIAP, 2010; Orellana- Benavides et al., 2012).

2.1.5.4. Humedad relativa

La humedad relativa óptima para la floración y cuajado del fruto oscila entre 50 y 

70%; valores altos favorecen la proliferación de enfermedades y dificultan la 

fecundación de las flores. Mientras que la humedad baja, ocasiona frutos 

deformes y pequeños. Si a esto se le suman altas temperaturas, se provoca caída 

de flores y frutos recién cuajados (Proain, 2020a).

2.1.5.5. Luminosidad

El chile necesita iluminación intensa, de lo contrario, el ciclo vegetativo se alarga. 

Por otro lado, la sombra tenue en campo puede ser benéfica para el cultivo 

(reduce el estrés de agua y la quema de frutos por el sol); sin embargo, el exceso
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de sombra disminuye la tasa de crecimiento del cultivo y puede provocar aborto de 

flores y frutos (Orellana- Benavides et al., 2012).

2.1.6. Usos

Los usos múltiples del chile y sus derivados datan de la época prehispánica, y 

puede comerse fresco, cocido o como condimento en platillos típicos (Aguirre y 

Muñoz, 2015). En la agroindustria se usa para la fabricación de enlatados, 

encurtidos, deshidratados, molidos o congelados, y también se le puede encontrar 

en pastas y en salsas (SIAP, 2023). De forma, el chile se emplea en otros campos 

como en la industria de los cosméticos (Mate et al., 2023), la medicina (Jang et al.,

2020), en la fabricación de fármacos y agroquímicos, así como ritos y ceremonias 

(INTAGRI, 2020; Anaya-Esparza et al., 2021).

2.2. Producción de chile verde

2.2.1. Producción de chile a nivel mundial

A nivel mundial el chile (C. annuum), es una de las principales hortalizas 

cultivadas, con una producción que asciende a las 36,972,494.39 t y una 

superficie sembrada de 2,020,819 ha. China es el país con la mayor participación 

de producción de esta hortaliza con 16,837,404.78 t, que representa el 45.54% y 

una superficie sembrada de 759,817 ha con un 37.59% a nivel mundial. En 

segundo lugar, de producción se ubica México con 3,113,244.27 t que significa el 

8.42%, y el tercer lugar en superficie sembrada con 156,718 ha que representa el 

7.75%. Para el caso de Indonesia, ocupa el tercer lugar en producción y el 

segundo en superficie sembrada con 3,020,262.11 t y 334,545 ha, participando 

con el 8.16% de la producción y el 7.75% en área a nivel mundial (FAO, 2022; 

SIAP, 2023). Cabe mencionar que anteriormente, el chile verde ha presentado una 

tendencia de crecimiento de 20.8 millones a 38 millones de toneladas de producto 

fresco, entre el periodo 2000-2019, y la superficie cosechada del cultivo también 

tuvo un incremento de 1.4% en el mismo período (INTAGRI, 2020).
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2.2.2. Producción de chile verde a nivel nacional

El chile (C. annuum) es una de las hortalizas más cultivadas con mayor 

importancia económica en México, para el año 2023, la producción (Otoño- 

Invierno + Primavera-Verano) alcanzó un valor de 3,681,061.47 t, con una 

superficie sembrada de 173,869.11 ha. Los principales estados productores de 

chile que destacan son Chihuahua con una producción de 836,619.66 t, que 

representa el 22.72% a nivel nacional, seguido de Sinaloa 813,081.23 t con el 

22.08%, Zacatecas 497,777.23 t que es 13.52%, San Luis Potosí 348,651.21 t con 

el 9.47% y Sonora 197,883.60 t igual al 5.35%; por lo que, estos 5 estados 

concentraron el 73.18% de la producción nacional y el resto del país obtuvo el 

26.81% (SIAP, 2023) como se muestra en la Figura 1 respectivamente.

Resto del Chihuahua

Zacatecas
13.52%

Figura 1. Producción de chile verde (Capsicum annuum) en los principales estados de la 

República Mexicana. Fuente: elaboración propia con datos del SIAP (2023).

2.2.3. Producción de chile verde en el estado de Oaxaca

Para el estado de Oaxaca, en el 2023, se reportó una producción (Otoño-Invierno 

+ Primavera-Verano) de 9055.69 t de chile verde (C. annuum), que representa el 

0.24%, con una superficie sembrada de 2288.18 ha, ocupando el lugar 

vigesimotercero de la lista de estados productores de México (SIAP, 2023).
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2.2.3.1. Producción de chile soledad

Respecto a la producción de chile verde soledad (C. annuum), Oaxaca se 

posiciona como el segundo estado, después de Veracruz, con una producción 

(Otoño-Invierno + Primavera-Verano) de 1,764.78 t y una superficie sembrada de 

328.90 ha (SIAP, 2023). Referente a la cuenca del Papaloapan, el municipio de 

San Juan Bautista Tuxtepec alcanzó la mayor producción en el estado con 530.55 

t, y una superficie sembrada de 94.7 ha. Para el municipio de Loma Bonita se 

produjeron 338.79 t, con una superficie sembrada de 53.80 ha (SIAP, 2023). En la 

Tabla 2, se muestran los municipios del estado de Oaxaca que se dedican a la 

producción de chile soledad.

Tabla 2. Producción de chile soledad (Capsicum annuum) en el estado de Oaxaca.

Municipio
Superficie sembrada 

(ha)

Producción

(t)

Rendimiento 

(t ha-1)

San Juan Bautista Tuxtepec 94.7 530.55 6.49

Loma Bonita 53.8 338.79 7.73

San José Chiltepec 26.6 183.84 7.47

San Lucas Ojitlán 30 130.5 4.35

Santa María Jacatepec 17.55 109 7.01

San Juan Cotzocón 21.5 101.7 5.98

Santiago Yaveo 23.5 101.15 5.78

Santiago Jocotepec 19.3 80.95 4.19

San Juan Lalana 11.2 52.66 4.7

Ayotzintepec 9.3 45.47 4.89

San Juan B. Valle Nacional 6 42.2 7.03

Asunción Ixtaltepec 5.25 19.69 3.75

San Felipe Jalapa de Díaz 7 19.6 2.8

San Felipe Usila 2 5.5 2.75

San Pedro Ixcatlán 1.2 3.18 2.65

Total 328.9 1,764.78 6.06
Fuente: Elaboración propia con información del SIAP (2023).
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2.3. Principales enfermedades de Capsicum annuum

El cultivo de chile (C. annuum) es susceptible a enfermedades que afectan su 

producción, entre ellas se encuentran las causadas por hongos, oomicetos, 

bacterias y virus, que son una limitante para el rendimiento de este cultivo (Palma- 

Martínez, 2017).

2.3.1. Enfermedades causadas por virus

Las enfermedades causadas por virus ocasionan con frecuencia pérdidas 

considerables al cultivo, llegando a ocurrir en ciertos años pérdidas totales. Los 

virus reportados en México para el cultivo de chile son: Virus del mosaico del 

pepino (CMV), Virus Y de la papa (PVY), Virus del moteado del chile (PepMoV), 

Virus del mosaico del tabaco (TMV), Virus del jaspeado del tabaco (TEV), Virus 

del mosaico de la alfalfa (AMV), entre otros (Chew et al., 2008; Velásquez-Valle et 

al., 2013), los cuales son transmitidos principalmente por mosquita blanca y 

pulgón verde (Proain, 2020b). Las plantas infectadas por virus tienen un ciclo 

vegetativo más corto y presentan ampollamiento, enanismo, mosaicos, moteados, 

necrosis, clorosis y deformaciones (Astier et al., 2007).

2.3.2. Enfermedades causadas por bacterias

Dentro de las enfermedades causadas por bacterias en chile, se encuentra la 

llamada mancha foliar, causada por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, 

catalogada como una de las más económicamente amenazantes, debido a que 

puede infectar todas las partes aéreas de la planta, provocando pequeñas 

manchas de color café y aspecto húmedo, de contorno redondeado a irregular. Si 

existen condiciones de alta humedad y temperatura, las lesiones toman un color 

negro y un aspecto grasoso. Estas lesiones en las hojas pueden crecer y 

fusionarse con lo que el resto de la lámina foliar tomando una coloración amarilla 

(Velásquez-Valle et al., 2013). Además, se ha propuesto que existen otros biotipos 

diferentes de esta bacteria causante de la mancha foliar: X. euvesicatoria pv. 

euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans, X. hortorum pv. gardneri y X. 

vesicatoria (Utami et al., 2022).
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2.3.3. Enfermedades causadas por hongos

Las enfermedades ocasionadas por hongos producen lo que se conoce como 

Marchitez del chile, la cual es causada por un complejo de hongos entre los que 

se encuentran los géneros de Fusarium, Phytium, Rizoctonia, Phytophtora, 

Alternaria y  Verticillium (Velásquez-Valle et al., 2013). El daño principal se localiza 

usualmente en el cuello de la raíz o base del tallo y causa un marchitamiento 

repentino y muerte de la planta, aunque también se puede presentar en la parte 

aérea de la planta. La infección se facilita en lugares donde hay encharcamientos 

de agua o bien donde se siembra año tras año chile y jitomate sin realizar rotación 

de cultivos (Proain, 2020b).

2.3.4. Enfermedad causada por Fusarium oxysporum Schltdl.

Los patógenos transmitidos por el suelo causan infección a través de las raíces. 

Fusarium es un género complejo con distribución mundial que causa 

enfermedades en plantas, animales y humanos (Gordon, 2017). En el suelo se 

encuentran cepas patógenas y no patógenas de Fusarium oxysporum Schltdl., 

pero la cepa patógena causa marchitez vascular grave en más de 150 especies de 

cultivos agrícolas, incluidos el chile (Capsicum spp.) plátano (Musa paradisiaca L.), 

tomate (Solanum lycopersicum L.), melón (Cucumis melo L.), sandía (Citrullus 

lanatus Thunb.) y algodón (Gossypium spp.) (Bertoldo et al., 2015). Cabe 

mencionar que existen más de 100 formas especiales de F. oxysporum, donde 

cada forma specialis (f. sp.) (Correll, 1991) se subdividen en razas patógenas 

dependiendo de su grado de virulencia, las cuales emergen como resultado de 

mutaciones en genes asociados a la patogenicidad (Jangir et al. 2021).

2.3.4.1. Síntomas de Fusarium oxysporum en chile (Capsicum annuum)

Los síntomas en plantas de chile causadas por F. oxysporum , son el 

marchitamiento, clorosis, necrosis, caída de hojas, decoloración marrón en el 

sistema de vasos y retraso del crecimiento. En general, el marchitamiento de las 

plantas de chile comienza en las hojas viejas de la parte inferior y luego se 

extiende a las hojas más jóvenes de la parte superior (Dewi et al., 2021). Cabe 

mencionar que los síntomas de marchitamiento aparecen como resultado de un
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estrés hídrico severo, principalmente debido al taponamiento de los vasos 

conductores, además, en la infección severa las hojas inferiores se marchitan y 

caen, lo que lleva a una disminución del número de hojas por tallo, dejando tallos 

desnudos en las plantas infectadas (Gabrekiristos y Demiyo, 2020).

2.3.4.2. Ciclo de la enfermedad

El marchitamiento por Fusarium es una enfermedad transmitida por el suelo que 

se caracteriza por el marchitamiento de las plantas, ocasionado un amarillamiento 

de las hojas y una reducción del rendimiento del cultivo (Jangir et al., 2021). El 

patógeno prospera en climas cálidos; por lo tanto, los síntomas son graves a 25­

30 °C (Joshi, 2018). Al ser un hongo con características anamórficas, produce 

esporas asexuales, como, microconidios, macroconidios y clamidosporas (Gordon,

2017). La germinación de estas esporas se desencadena por la secreción de 

exudados de las puntas de las raíces, heridas presentes en las mismas o por la 

formación de raíces laterales de la planta huésped (Li, 2022). Tras la germinación, 

se inicia el desarrollo de la hifa de infección que penetra en la epidermis de la raíz 

en la punta. A partir de entonces, la hifa prolifera intercelularmente a través de las 

células corticales de la raíz hasta que entra en el tejido del xilema. Al llegar al 

tejido vascular, el hongo se ramifica profusamente y produce microconidios y 

macroconidios que son transportados acrópetamente por la atracción 

transpiratoria del sistema vegetal (Bishop y Cooper, 1983). Los microconidios 

germinan y las hifas se propagan sistémicamente por todo el hospedador. El 

bloqueo de los vasos del xilema finalmente da como resultado el oscurecimiento 

del tejido vascular, un síntoma destacado del marchitamiento por Fusarium. La 

progresión de la enfermedad con el tiempo conduce a la curvatura de las hojas, 

clorosis, marchitamiento y, finalmente, la muerte del huésped. En esta etapa, el 

hongo esporula ampliamente en la superficie de los tejidos de la planta muerta. La 

enfermedad se propaga a otros huéspedes, a través de partes de la planta 

infectadas, trasplantes o semillas y suelo contaminado (Gordon, 2017 ; Joshi,

2018). Es importante mencionar que este fitopatógeno permanece en el suelo por 

largo tiempo, en forma de clamidosporas (Li, 2022). En la Figura 2 se muestra el 

ciclo de la enfermedad de F. oxysporum en plantas.
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Figura 2. Ciclo de la enfermedad de Fusarium oxysporum. Fuente: adaptado de Jangir et al. 

(2021).

2.4. Control de Fusarium oxysporum en Capsicum annuum

2.4.1. Control químico

El control químico se basa en la utilización de fungicidas, es decir, productos 

químicos capaces de prevenir la infección o realizar algún tipo de control posterior 

a la infección (Pérez y Forbes, 2008). Por ello, ha sido considerado uno de los 

principales métodos de control de enfermedades ocasionadas por hongos en el 

sector agrícola. En un principio, los cultivos fueron protegidos con éxito, con 

aplicaciones de sulfato de cobre y azufre. Actualmente, el número de principios 

activos disponibles se ha incrementado enormemente, entre los que se destacan 

los ftalimidas o los ditiocarbamatos de generación intermedia y caracterizada por 

tener múltiples sitios de acción (Cabrera et al., 2019). Por ello, para el control del 

marchitamiento, pudriciones de raíz y del tallo, ocasionados por F. oxysporum, los 

grupos químicos eficaces se citan los bencimidazoles y triazoles (sistémicos) y los 

imidazoles, fenilpirroles, ftalimidas y ditiocarbamatos (no sistémicos) (Kang et al., 

2001; Suty-Heinze y Dutzmann, 2004; Fravel et al., 2005; Kopacki y Wagner, 

2006).
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En los últimos años el uso intensivo, y en ocasiones desmedido, de los 

compuestos fungicidas ha generado diversas controversias, debido a los efectos 

adversos que se ha demostrado pueden causar a la salud humana y al medio 

ambiente. Por lo que, es importante destacar que la aplicación de fungicidas 

provoca una disminución de las poblaciones de microorganismos antagónicos 

naturales presentes en el suelo, ocasionando una disminución de la diversidad 

microbiana y favoreciendo la persistencia de organismos patógenos como 

Fusarium que afectan a los cultivos. Lo que ha llevado a la búsqueda de prácticas 

sustentables, como el control biológico de enfermedades en plantas (Laatikainen y 

Heinonen-Tanski, 2002; Cabrera et al., 2019).

2.4.2. Control biológico

La aplicación de fungicidas y productos químicos puede controlar enfermedades 

en los cultivos, sin embargo, su costo y las afectaciones al medio ambiente ha 

llevado a buscar métodos alternativos, incluyendo el uso de microorganismos 

(Dhanasekaran et al., 2012). En este sentido el control biológico ha surgido como 

una alternativa al control químico (Cabrera et al., 2019). Por tanto, el control 

biológico de patógenos en plantas se considera un área nueva de investigación 

que se inició a mediados del siglo pasado, y que ha tenido resultados aceptables 

para el control de las enfermedades de las plantas, debido al poco desequilibrio 

ecológico que ocasiona y amplía la posibilidad de usarse en programas de manejo 

integrado (Zavaleta, 1994). En inicios de esta nueva área de investigación Kohl et 

al. (2019) definen control biológico, como la aplicación de organismos vivos y sus 

derivados para controlar enfermedades y plagas de las plantas, no solo a través 

de efectos antagónicos directos contra patógenos y plagas de las plantas, sino 

también indirectamente a través de la inducción de resistencia. En la naturaleza 

existe una interacción continua entre los potenciales patógenos y sus antagonistas 

de forma tal que estos últimos contribuyen a que no haya enfermedad en la 

mayoría de los casos; es decir, el control biológico funciona naturalmente 

(Fernández y Vega, 2001). Aunado a ello, los mecanismos generales de control 

biológico pueden definirse como directos o indirectos del agente de control
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biológico sobre el fitopatógeno. Los mecanismos directos incluyen competencia 

por nutrientes y espacio, producción de antibióticos y enzimas líticas, inactivación 

de las enzimas del patógeno y el parasitismo. Mientras que, los mecanismos 

indirectos corresponden a aquellos que producen cambios morfológicos y 

bioquímicos en la planta huésped, tales como, tolerancia al estrés, solubilización 

de nutrientes inorgánicos y la resistencia inducida. Los principales agentes de 

control biológico utilizados contra Fusarium corresponden a los hongos del género 

Trichoderma que son recocidas como agentes de biocontrol con gran potencial 

para inhibir hongos patógenos que causan pérdidas significativas en los cultivos, y 

algunas especies del género Bacillus (Cabrera et al., 2019; Hewedy et al., 2020).

Se han realizado estudios sobre la efectividad de las cepas de Trichoderma en el 

crecimiento de plantas de pimiento (C. annuum) en presencia de F. oxysporum, 

donde los aislados de Trichoderma harzianum Rifai mostraron los valores más 

altos de reducción de la severidad de la enfermedad bajo condiciones de 

invernadero (Hewedy et al., 2020).

2.4.2.1. Trichoderma harzianum Rifai como controlador biológico 

Las especies del género Trichoderma son antagonistas más utilizados para el 

control de enfermedades de plantas producidos por hongos fitopatógenos, debido 

a su fácil manipulación de aislamiento y cultivo, y que no ataca a plantas (Guédez 

et al., 2008). Es por ello, que T. harzianum es una de las especies más 

utilizadas en el manejo de enfermedades de las plantas (Meher et al., 2020 ; Rush 

et al., 2021), ya que posee buenas cualidades para el control de enfermedades en 

plantas causadas por patógenos fúngicos del suelo, principalmente de los géneros 

Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium (Ezziyyani et al., 

2004). Es importante mencionar que las especies de Trichoderma actúan como 

hiperparásitos competitivos que producen metabolitos antifúngicos y enzimas 

hidrolíticas a los que se le atribuyen los cambios estructurales a nivel celular, tales 

como vacuolización, granulación, desintegración del citoplasma y lisis celular, 

encontrados en los organismos con los que interactúa (Ezziyyani, et al., 2004; 

Pérez-Torres, 2017). En tanto, T. harzianum es un hongo agresivo, de rápida
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proliferación y producción de esporas que compite fuertemente por la luz (Howell, 

2003), los minerales (Sharma et al., 2012) y el espacio (Naher et al., 2012).

24.2.1.1. Mecanismos de acción

Los mecanismos por los que las cepas del género T. harzianum desplazan o 

inhiben al fitopatógeno son fundamentalmente a través de tres mecanismos 

principales: competencia por nutrientes (carbono, nitrógeno y hierro) (Güglü y 

Ozer, 2022), micoparasitismo (Mukherjee et al., 2022), y antibiosis a través de la 

síntesis de metabolitos secundarios con efectos inhibidores o letales sobre hongos 

patógenos (El-Debaiky, 2017; Mironenka et al., 2021). Además, las cepas del 

género Trichoderma pueden prevenir indirectamente la infección por patógenos, al 

inducir respuestas de resistencia en las plantas con las que interactúan (Harman 

et al., 2004; Woo et al., 2023).

2.4.2.2. Quitosano

El quitosano es un biopolímero desacetilado de la quitina (P-(1-4)-poli-N-acetil-D- 

glucosamina), el segundo más abundante en la naturaleza (Tian y Liu, 2020), 

obtenido mediante hidrólisis química o enzimática (EI-Knidri et al., 2020). Cabe 

señalar, que la extracción de estos dos biopolímeros (quitosano/quitina) se extrae 

principalmente del exoesqueleto de crustáceos, como cangrejos y camarones, 

además, los insectos y hongos también son fuentes de quitosano (Hahn et al.,

2020). La estructura resulta en un polisacárido policatiónico lineal de la familia 

aminoglucopirano (Yan y Fukamizo, 2019), compuesto de unidades p-1,4- 

vinculadas: 2-amino-2-deoxi-p-D-glucosa (D-glucosamina desacetilada) y N-acetil- 

D-glucosamina con menor peso molecular y cristalinidad que la quitina (>100 kDa) 

(Moreno et al., 2018). Su estructura es similar a la de la celulosa, salvo que el 

grupo hidroxilo (-OH) en la posición C-2 en la celulosa se sustituye por un grupo 

amino (-NH2) en el quitosano (Azmana et al., 2021). En la Figura 3 se muestra la 

estructura de la quitina y el quitosano como resultado de la desacetilación. El 

quitosano presenta un alto contenido de nitrógeno (N) del 8% (Lichtfouse et al., 

2019), que se refleja en la cantidad de grupos aminos libres en la estructura, 

brindándole el carácter policatiónico que le facilita interaccionar con sustancias o
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moléculas cargadas negativamente, que le confiere numerosas potencialidades 

para su empleo en diversos campos que incluyen el sector agrícola, la medicina, la 

industria cosmética, la industria de textiles, entre otras (Jiménez-Gómez y Cecilia, 

2020; Azmana et al., 2021). Dependiendo de las circunstancias experimentales, el 

grado de desacetilación (DDA) afecta a las propiedades fisicoquímicas de este 

compuesto como: la resistencia a la tracción, solubilidad, área superficial, 

viscosidad, conductividad, porosidad y flexibilidad, así como, a las biológicas: 

potenciador de la adsorción, biodegradabilidad, antioxidante, biodisponibilidad y 

biocompatibilidad (Park et al., 2010; Fan et al., 2012). Por tanto, el DDA es una 

característica distintiva que convierte al quitosano en un candidato atractivo para 

varias aplicaciones prácticas, cuyo valor en la mayoría de quitosanos comerciales, 

se encuentran en un rango del 70% y el 90% (Hussain et al., 2013).

2.4.2.2.1. Actividad antifúngica del quitosano

El quitosano tiene actividad antifúngica contra hongos patógenos, como Fusarium 

oxysporum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Candida lambica, Phomopsis 

asparagi (Abd El-Hack et al., 2020). Sus propiedades antifúngicas están 

relacionadas principalmente con la interacción del quitosano con la pared celular o
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la membrana celular. Sin embargo, la concentración inhibitoria mínima (CIM) del 

quitosano contra los hongos varían y están altamente asociadas con el peso 

molecular (PM) y el grado de desacetilación (DDA) del quitosano, el pH del 

solvente y el tipo de hongo al que se dirige (Younes et al., 2014; Garcia et al., 

2018; Lopez-Moya et al., 2019). Además, los contenidos de ácidos grasos 

insaturados presentes en la membrana celular podrían estar correlacionados 

positivamente con la susceptibilidad al quitosano (Palma-Guerrero, 2010), porque 

un mayor contenido de ácidos grasos insaturados exhibe una mejor fluidez de la 

membrana, lo que lleva a una carga más negativa en la membrana celular 

(Kumariya et al., 2015). De manera similar, además de sus efectos antifúngicos 

extracelulares, el quitosano de bajo peso molecular puede penetrar la pared 

celular y la superficie celular, lo que conduce a la inhibición de la síntesis de 

ADN/ARN y proteínas provocando la muerte del microorganismo fúngico (Dutta et 

al., 2012), como se muestra en la Figura 4. Aunado a ello, Ke et al. (2021) han 

sugerido que el quitosano también afecta la actividad mitocondrial. De igual 

importancia, este biopolímero posee propiedades fungistáticas en la germinación 

de esporas, y la inhibición del crecimiento del hongo (Qin et al., 2020).

Figura 4. Mecanismo propuesto de la actividad antifúngica del quitosano sobre los hongos. 

Fuente: adaptado de Abd El-Hack et al. (2020).

2.4.2.2.2. Actividad estimulante del quitosano en el crecimiento en plantas 

Los bioestimulantes mejoran la absorción y asimilación de nutrientes de las
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plantas, haciéndolas más tolerantes al estrés biótico o abiótico, mejorando sus 

características agronómicas, a través del estímulo de respuestas exógenas de 

defensa similares a las vacunas, promoviendo ciertas enzimas como: las 

fitoalexinas, quitinasas, pectinasas y glucanasas, que estimula el crecimiento 

vegetal (Dutta et al., 2009). Por tal razón, el quitosano juega un papel muy 

importante como bioestimulante en cultivares de plantas de interés agrícola, 

actuando como promotores de crecimiento y rendimiento de los cultivos (Reyes- 

Perez et al., 2023). Es así, que la presencia de quitosano en el suelo mejora las 

interacciones simbióticas entre planta y microorganismos, como ocurre por 

ejemplo en las micorrizas (Jiménez-Gómez y Cecilia, 2020). También mejoran la 

acción de organismos biológicos controladores de plagas como Trichoderma sp. 

y Bacillus sp., son adecuados para la encapsulación de biocidas, mejorando la 

eficacia en plagas patógenas; conjuntamente, también puede mejorar el 

metabolismo de frutos o plantas, lo que mejora la germinación y productividad de 

los cultivos (Schisler et al., 2004). Así mismo, este compuesto aumenta la 

eficiencia fotosintética al tiempo que mejora la tolerancia de las plantas a la 

salinidad, las altas temperaturas y la sequía (Pichyangkura y Chadchawan, 2015). 

Además, el quitosano puede emplearse como una fuente de carbono adicional, 

para estimular el desarrollo de plantas y fomentar la absorción de agua, al mismo 

tiempo que se reduce la transpiración (Pirbalouti et al., 2017; Shahrajabian et al.,

2021). Reyes-Pérez et al. (2020) mencionan que, con la utilización del quitosano, 

se han obtenido resultados relevantes en cultivos de granos como arroz y frijol, en 

tubérculos como la papa y hortalizas como el tomate, entre los más importantes, 

los cuales han registrado mejoras en el crecimiento y desarrollo acelerando el ciclo 

fenológico, adelantando la floración y fructificación, así como ejerciendo una 

influencia marcada en el incremento del rendimiento.

2.4.2.2.3. Quitosano como inductor de resistencia en plantas 

El control de enfermedades de las plantas mediante la inducción de respuestas de 

resistencia de las plantas representa una solución interesante para evitar pérdidas 

de rendimiento y proteger el medio ambiente (Rendina et al., 2019). Cabe 

mencionar que la resistencia en las plantas es activada por un gran número de
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factores bióticos (hongos, bacterias, virus, e insectos) y abióticos (químicos y 

físicos) conocidos como resistencia inducida (Meena et al., 2020). Actualmente, se 

conocen dos tipos de resistencia inducida: la resistencia sistémica adquirida (SAR) 

y resistencia sistémica inducida (ISR), que son mediadas por fitohormonas, como 

el ácido salicílico (SA), el ácido jasmónico (JA) y el etileno (ET) (Malerba y Cerana,

2016). La primera línea de reconocimiento en las plantas hacia los fitopatógenos 

es a través de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que 

reconocen compuestos microbianos, como el flagelo bacteriano o la quitina 

fúngica, denominados patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP), 

patrones moleculares asociados a microbios (MAMP) o patrones moleculares 

asociados a daños (DAMP) (Mauch-Mani et al., 2017). El quitosano se comporta 

como un elicitor general, induciendo resistencia por un reconocimiento mediado 

por PRR activando la resistencia sistémica adquirida (SAR) (Lopez-Moya et al.,

2019). Las respuestas de defensa causadas por el quitosano incluyen un aumento
O A-del Ca2 citosólico, deposición de callosa, explosión oxidativa, respuesta 

hipersensible (HR), ácido abscísico (ABA), ET, JA, SA, enzimas relacionadas con 

la defensa y fitoalexinas (Gai et al., 2019; De Lamo et al., 2020; Dubin et al.,

2021).

2.4.2.3. Valor comercial del quitosano

De los procesos industriales actuales se deriva el valor comercial del quitosano, el 

cual depende de la fuente (biomasa), pureza, grado de desacetilación (DDA), peso 

molecular y viscosidad intrínseca, entre otras características, que determinan su 

valor en el mercado (Romero-Serrano y Pereira, 2020). El precio del quitosano en 

cantidades menores es de $ 38.2 M.N. (2 USD) por gramo de la marca Sigma 

Aldrich ® México, con un DDA > 75% (Merck KgaA, 2024).
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3. ANTECEDENTES

Amador-Mendoza et al. (2016), evaluaron tres métodos para para extracción de 

quitina, donde los métodos que utilizaron son: el químico (Hidrólisis alcalina- 

ácida), biológico o fermentación en medio sólido (FMS) y físico (ultrasonicación) 

en exoesqueletos de chapulín y camarón. En los productos de cada método se 

evaluó el porcentaje de desmineralización, desproteinización y cambio de color. 

Los resultados demostraron que la FMS con Lactobacillus plantarum BG-112 a las 

120 h produjo 32.43% y 32.63% de desproteinización y 40.31% y 15.40% de 

desmineralización, la hidrólisis alcalina-ácida presentó 98.19% y 96.75% de 

desproteinización y 98.91% y 92.66% de desmineralización. Por último, en la 

ultrasonicación empleando 40% de amplitud, la desproteinización fue de 64.58% y 

61.12%; y una desmineralización de 13.71% y 12.29% con esos sustratos. El 

tratamiento químico generó una mayor remoción de proteínas y minerales en 

comparación con los demás tratamientos con un tiempo de proceso de 5 h, y los 

rendimientos alcanzados de quitina fueron de 51.94% y 47.68% para chapulín y 

camarón respectivamente. Así mismo, Liyanage et al. (2022) extrajeron quitosano 

de residuos de exoesqueleto de camarón (Litopenaeus vannamei) en Sri Lanka 

por hidrólisis alcalina-ácida usando HCl 1M en proporción 1:30 (p/v), a 

temperatura ambiente durante 6 h, NaOH 1M en 1:10 (p/v) a 100 °C durante 3 h, y 

una solución de KMnO4 al 1% en 1:10 (p/v) durante 1 h, seguida de una mezcla 

con ácido oxálico al 1% en 1:10 (p/v) para su decoloración. Para el proceso de 

desacetilación de la quitina, se empleó NaOH al 40% al 1:30 (p/v) durante 2 horas 

a 100 °C, al finalizar obtuvieron una cantidad comparativamente mayor de 

rendimiento de quitosano 33,53% con 91,78 ± 0,66 % de contenido de materia 

seca, 8,22 ± 0,66 % de contenido de humedad, 1,08 ± 0,24 % de contenido de 

cenizas, 80,43% del grado de desacetilación (DDA), 435,87 ± 1,03 cP de 

viscosidad dinámica y una buena estabilidad térmica hasta 312 °C. El análisis de 

espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) confirmó la estructura

del quitosano por la presencia de sus bandas IR características: las bandas
1 1amida-I y amida-II en 1656cm y 1553cm en el espectro del quitosano 

respectivamente. Además, este estudio sugiere que las actividades extractivas de
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quitosano brinden una alternativa a la acumulación de desechos del exoesqueleto 

de camarón en las fábricas, al mismo tiempo que se generan ingresos económicos 

a partir de este tipo de desechos.

Por otra parte, en el caso de la aplicación de quitosano en plántulas de chile se 

han realizado algunos estudios que demuestran que este biopolímero mejoró las 

características agronómicas del cultivo. Es así que, Dery et al. (2023) realizaron la 

aplicación de diferentes concentraciones de quitosano (2. 50 y 100 mg L )  y dos 

métodos de aplicación (foliar y basal) en las características de crecimiento y 

rendimiento del chile pimiento (Capsicum annuum L.). Las variables evaluadas 

fueron la altura, el diámetro del tallo, el número de hojas, el contenido de clorofila y 

rendimiento de la planta. Los resultados mostraron que a las 6 semanas después
r r  1de la siembra, la concentración óptima de quitosano fue de 100 mg L por 

aplicación foliar, ya que presentaron mejor altura (50.30 cm), diámetro del tallo 

(6.17 mm), sin diferencias significativas en el número de hojas, mayor contenido 

de clorofila, así como un incremento en el número de frutos, diámetro de los 

mismos (7.23 mm) y mejor rendimiento del cultivo. También Mawale y Giridhar 

(2024), utilizaron nanopartículas (NP) sintetizadas a base de quitosano (NP de 

quitosano (CS), quitosano-plata (CSAg) y quitosano-cobre (CSCu) Capsicum 

annuum L., donde las plántulas mostraron características fisiológicas y 

bioquímicas mejoradas cuando se utilizaron concentraciones de 1, 10 y 20 ppm de 

nanopartículas (CS, CSAg y CSCu) para la inmersión de semillas en 24 h, 

mejorando el contenido de clorofila 20-75%, carotenoides 20-30%, fenólicos 

totales 20-45%, flavonoides totales 40-125 %, azúcares reductores 15­

40%, actividad antioxidante total 10-82%, y capsaicinoides totales 125-142%. 

Respecto al efecto antagónico que presenta el quitosano sobre Fusarium 

oxysporum Schltdl., existen estudios recientes que lo sustentan. Por lo cual, 

Mejdoub-Trabelsi et al. (2020) investigaron la actividad antifúngica del quitosano 

contra cepas de Fusarium en plantas de papa, y con base en ensayos in vitro 

demostraron que el quitosano aplicado a una concentración de 4.0 g/L de solución 

de ácido acético-agua destilada disminuyó significativamente el crecimiento
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micelial de F. oxysporum en un 88.4 %. También en las aplicaciones in vivo en 

plantas inoculadas con Fusarium exhibieron una severidad de marchitamiento 

entre un 33.5% y un 45.3% menor en comparación con el control. Además, el 

tratamiento de tubérculos con quitosano (4,0 g/L) de solución de ácido acético- 

agua destilada, antes de la inoculación, redujo la severidad de la pudrición seca 

inducida por F. oxysporum 60% respectivamente.

Respecto a la aplicación de Trichoderma harzianum Rifai, cabe mencionar que 

Bader et al. (2020) evaluaron el sustrato adecuado para la reproducción de T. 

harzianum y el efecto de su aplicación en plantas de pimiento (Capsicum 

annuum L.), donde el desarrollo de biomasa fúngica y la esporulación se realizó en 

medio orgánicos: arroz, salvado de trigo, turba, salvado de trigo+turba (1:1 v/v),
o

los cuales fueron inoculados por separado con T. harzianum (1 mL 1x10°
o

conidios/1250 cm3 incubado a 25°C). La mezcla de salvado+turba mostró la mayor 

colonización fúngica y esporulación a los 5 días después de la inoculación. En 

relación a las plantas de chile, estas fueron sembradas en el sustrato 

salvado+turba inoculada con cepas de T. harzianum, e incrementó el crecimiento 

de las plantas de pimiento a los 45 días después de la inoculación (DDI). Además 

de que se incrementó el desarrollo aéreo y la capacidad fotosintética en más del 

100%. Finalmente, Hewedy et al. (2020) evaluaron la actividad antagónica in vitro 

e in vivo de Trichoderma harzianum Rifai, Trichoderma asperellum Samuels, 

Lieckf y Nirenberg, Trichoderma longibrachiatum Rifai y Trichoderma viride 

Persoon contra Fusarium oxysporum Schltdl. f. sp. capsici, donde los aislados de 

T. harzianum presentaron alta inhibición sobre el crecimiento de la cepa patógena, 

así mismo mostraron los valores más altos de reducción de la severidad de la 

enfermedad en plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) bajo condiciones de 

invernadero.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo de chile soledad (Capsicum annuum L.), también conocido como serrano 

delgado o serranito, es un producto ampliamente cultivado en la región de la 

cuenca del Papaloapan por el alto valor que alcanza su fruto; sin embargo, la 

producción de este cultivo se ve afectado por enfermedades que causan un 

deterioro de las plantas y frutos en cualquier etapa de su desarrollo, que se 

reflejan en pérdidas económicas para los productores locales.

Entre la diversidad de microorganismos existentes que causan enfermedades a C. 

annuum, se encuentran los hongos fitopatógenos de la especie Fusarium 

oxysporum Schltdl., que ocasiona el marchitamiento del chile, provocando 

necrosis y pudrición en raíces, clorosis en hojas, lesiones necróticas en tallos, 

pudrición en frutos y retraso del crecimiento en plántulas.

Tradicionalmente, las recomendaciones técnicas para prevenir y/o combatir esta 

enfermedad fúngica, consiste en el uso de fungicidas como el Tebuconazole, 

Carbendazim, Tiabendazol, Tiofanato de Metilo y Benomyl, así mismo, aunque la 

efectividad de estos productos alcanzan un alto nivel de protección contra este 

patógeno, muchos agricultores poseen limitado conocimiento sobre el uso correcto 

de ellos, lo que conlleva a realizar su uso excesivo, aumentando la cantidad de 

dosis con la intención de aumentar la efectividad; no obstante, el uso 

indiscriminado trae consecuencias negativas a largo plazo, pues se ha establecido 

que solo un 0.1 % de la cantidad de agroquímicos aplicados tienen efecto sobre el 

patógeno, y el restante circula por el medio ambiente; trayendo afectaciones como 

la erosión del suelo y pérdida de la fertilidad del mismo, contaminación de los 

mantos acuíferos por infiltración, daño de la fauna local por intoxicación, 

afectaciones a la salud de las personas y resistencia fúngica.

Por último, los altos costos que implica adquirir estos productos para los 

productores es otra problemática que conlleva a la búsqueda de soluciones más 

económicas y más amigables con el medio ambiente, como el control biológico
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mediante el uso de bioinoculantes formulados con quitosano y Trichoderma 

harzianum Rifai para minimizar el efecto negativo que ha traído el uso de 

agroquímicos y, también para mejorar la producción de chile soledad de manera 

local.
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5. JUSTIFICACIÓN

Actualmente la siembra de chile soledad (Capsicum annuum L.) representa una 

fuente de ingreso para los productores locales de la Cuenca del Papaloapan, 

principalmente en el municipio de Loma Bonita, Oaxaca, los cuales son afectados 

por microorganismos fitopatógenos como Fusarium oxysporum Schltdl. 

produciendo pérdidas económicas, perdidas en la producción y, daño tanto en la 

cosecha y postcosecha.

Aunado a esto, los productores recurren al uso de agroquímicos para contrarrestar 

los daños causados por F. oxysporum, que en la mayoría de los casos la 

aplicación se realiza de forma inadecuada, provocando resistencias de este 

fitopatógeno, ocasionando daños más severos y de difícil control. Lo que ha 

llevado a realizar un replanteamiento de las tácticas de control de esta 

enfermedad, a través del control biológico mediante la formulación y aplicación de 

bioinoculantes.

Dentro de los bioinoculantes utilizados como antagonistas de F. oxysporum, se 

incluyen al quitosano, que presenta propiedades como inductor de la defensa 

vegetal frente al ataque de este agente fitopatógeno, a través de la estimulación 

de la biosíntesis de hidrolasas antifúngicas como quitinasas, quitosanasas y 

glucanasas en hojas y raíces; que desempeñan un papel en la defensa de la 

planta ante el ataque de estos hongos, ocasionado la hidrólisis de la pared celular. 

Así mismo se ha implementado el uso de Trichoderma harzianum Rifai, cuyas 

propiedades involucran la competencia por sustrato y nutrientes, su capacidad 

hiperparásita que sintetiza metabolitos antifúngicos y enzimas hidrolíticas que 

provocan la desintegración y lisis celular cuando interactúa F. oxysporum.

Respecto a lo anterior, no existen estudios que nos brinden información veraz 

sobre los beneficios del uso de bioinoculantes para el control de F. oxysporum en 

cultivo de chile soledad; por lo que en este estudio se realizará la formulación y 

aplicación de bioinoculantes a base de hongos de la especie T. harzianum junto

27



con quitosano en plántulas de chile soledad, para evaluar el grado de protección 

contra F. oxysporum; para que posteriormente los resultados obtenidos brinden en 

un futuro las pautas necesarias para realizar una mejora en las técnicas de cultivo 

usando T. harzianum y quitosano como control biológico y otorgue beneficios 

como son: la reducción de los efectos nocivos provocados por el uso excesivo de 

agroquímicos y la disminución de los costos de producción en el cultivo de chile 

soledad en beneficio de los productores.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antagónica de la combinación de quitosano y Trichoderma

harzianum Rifai contra Fusarium oxysporum Schltdl. en plántulas de chile soledad

(Capsicum annuum L.).

6.1.1. Objetivos específicos

■ Aislar e identificar a Fusarium oxysporum, en plantas de chile soledad 

(Capsicum annuum) infectadas.

■ Extraer quitosano a base del exoesqueleto de camarón (Penaeus sp.) por 

hidrólisis química.

■ Formular bioinoculantes a base de quitosano y Trichoderma harzianum.

■ Evaluar la morfología de las plántulas de chile soledad (Capsicum annuum) 

por efecto de la aplicación de quitosano y Trichoderma harzianum.

■ Sembrar e inocular con Fusarium oxysporum plántulas de chile soledad 

(Capsicum annuum).

■ Evaluar el efecto antagónico de quitosano y Trichoderma harzianum sobre 

Fusarium oxysporum en plántulas de chile soledad (Capsicum annuum), a los 

45 días después de la siembra (DDS).
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7. HIPÓTESIS

La aplicación de bioinoculantes formulados con quitosano y Trichoderma 

harzianum Rifai tendrá un efecto antagónico amplio contra la infección de 

Fusarium oxysporum Schltdl. en plántulas de chile soledad (Capsicum annuum L.).
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8. MATERIALES Y MÉTODOS

8.1. Fase de laboratorio

8.1.1. Ubicación del experimento

Esta fase experimental se realizó en el Laboratorio Químico Biológico de la 

Universidad del Papaloapan (UNPA) Campus Loma Bonita, siendo las 

coordenadas del sitio 18°05'57.4” de latitud Norte (N) y 95°53'45.4" de longitud 

Oeste (W), ubicado en el municipio de Loma Bonita, Oaxaca (INEGI, 2020). Este 

municipio colinda al Norte, Este y Sur con el estado de Veracruz de Ignacio de la 

Llave; y al Oeste con la comunidad de San Juan Bautista Tuxtepec. Presenta un 

clima cálido húmedo y subhúmedo con abundantes lluvias en verano, con 

precipitación de 1,500-2,500 mm al año (INEGI, 2010). Una temperatura promedio 

de 14.7 a 41.9°C, con sensación térmica máxima de 57°C, y una altitud media de 

35 msnm (Molina et al., 2019).

8.1.2. Extracción de quitosano UNPA

8.1.2.1. Recolección, lavado y secado de muestras de camarón

Se recolectó muestras de exoesqueleto de camarón en la zona pesquera del 

puerto de Alvarado, Veracruz, coordenadas 18°45'56.6" de latitud Norte (N) y 

95°45'31.1" de longitud Oeste (W), a una altitud de 10 msnm (INEGI, 2020), las 

cuales fueron trasladadas al laboratorio Químico Biológico de la UNPA Campus 

Loma Bonita. Por consiguiente, se seleccionó 1 kg de muestra húmeda y se lavó 

con agua corriente para la remoción de los restos orgánicos. En seguida se realizó 

el secado de la misma (Estufa de secado marca ECOSHEL, modelo 9065, México) 

a una temperatura de 70 °C por 24 h, hasta que obtuvo un peso constante 

(Amador-Mendoza et al., 2016).

8.1.2.2. Molienda del exoesqueleto

El exoesqueleto limpio y seco, se molió en una licuadora industrial (Internacional, 

modelo: LI-12A), posteriormente en una licuadora doméstica (Oster, modelo
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006798-013-000). La muestra molida se tamizó (Tamiz No. 60 FIICSA, T60-8m, 

México) a un tamaño de partícula de 250 ^m (Amador-Mendoza et al., 2022).

8.1.2.3. Purificación de quitosano

8.1.2.3.1. Desproteinización química (Hidrólisis alcalina)

Se realizó en vasos de precipitado de 2.0 L con una solución acuosa de hidróxido 

de sodio (NaOH) 0.4 M, en una relación 1/15 (p/v) y agitación constante (agitador 

magnético con calefacción, marca Barnstead Thermolyne Cimarec®) de 1000 rpm 

durante 1 h a una temperatura de 25 °C. Al término, la muestra sólida se lavó con 

agua corriente hasta la neutralidad (Cira et al., 2002; Amador-Mendoza et al.,

2022).

8.1.2.3.2. Desmineralización química (Hidrólisis ácida)

Se efectuó en vasos de precipitado de 2.0 L conteniendo una solución de ácido 

clorhídrico (HCl) al 0.6 N, en una relación (1/15) (p/v) y agitación constante 

(agitador magnético con calefacción, marca Barnstead Thermolyne Cimarec®) de 

1000 rpm durante 3 h. Una vez concluido se lavó con agua corriente hasta la 

neutralidad conforme a las condiciones determinadas por Cira et al. (2002) y 

Amador-Mendoza et al. (2022).

8.1.2.3.3. Desacetilación de la quitina (Hidrólisis alcalina)

Se realizó en vasos de precipitado de 2.0 L con una solución acuosa de hidróxido 

de sodio (NaOH) 0.4 M, en una relación 1/15 (p/v) y agitación constante (agitador 

magnético con calefacción, marca Barnstead Thermolyne Cimarec®) de 1000 rpm 

durante 1 h a una temperatura de 25 °C. Al término, la muestra sólida se lavó con 

agua corriente hasta la neutralidad (Cira et al., 2002).

8.1.2.3.4. Despigmentación química

Por último, este proceso se completó a través un doble blanqueado, el cual 

consistió en resuspender los residuos desproteinizados y desmineralizados 

(utilizando matraces de Erlenmeyer de 2.0 L) en una solución de hipoclorito de 

sodio (NaClO) al 38%, bajo agitación constante (agitador magnético con
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calefacción, marca Barnstead Thermolyne Cimarec®) de 1000 rpm a temperatura 

ambiente durante 20 min. Al término del primer blanqueado, la muestra se filtró y 

resuspendió por segunda vez en hipoclorito bajo las condiciones antes descritas. 

El producto resultante se lavó hasta llegar a la neutralidad y se secó a 35 °C 

durante 24 h (Estufa de secado, marca ECOSHEL, modelo 9065, México) 

(Amador-Mendoza et al., 2022).

8.1.3. Rendimiento global de la muestra

Para el rendimiento global del proceso de extracción de quitosano UNPA, se 

calculó usando la siguiente fórmula (1) propuesta por Luo et al. (2019) y usada por 

Hahn et al. (2020):

Quitosano o tenido (g)Rendimiento de quitosano (% )= ----------;— ----------r-(g— — x 1 0 0 ......... (1)Exoesqueleto de camarón seco (g)

8.1.4. Análisis fisicoquímico de las muestras

Para evaluar la calidad del quitosano obtenido se realizó el análisis fisicoquímico 

de muestras de exoesqueleto de camarón, quitosano UNPA obtenido y quitosano 

Sigma Aldrich® comercial, donde se tomó cantidades homogéneas por triplicado 

de 3.0 g cada una, para sus respectivos análisis de % proteínas por el método de 

Kjeldahl (AOAC 43, 689, 2005), % humedad (H) (AOAC 33, 749, 2005) potencial 

de hidrógeno (pH) (lonómetro Laquatwin® EC11), % minerales (cenizas) (AOAC 

7,132, 2005) y análisis de color (Espectrofotómetro ColorFlex HunterLab®) en el 

espacio de color CIE 1976 L*a*b* (CIELAB), cuyos valores se identificó en el 

programa Colorizer y se procedió a la lectura para realizar las cartillas de colores 

respectivos (Amador-Mendoza et al., 2016).

8.1.5. Caracterización del quitosano

8.1.5.1. Obtención de espectros infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Se obtuvo espectros infrarrojos de las muestras de quitosano resultante y se utilizó 

quitosano comercial (Sigma Aldrich® México) como blanco. Las muestras se 

pulverizaron a un tamaño de partícula de 250 ^m. Estas se analizaron por
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espectroscopia de infrarrojo en un intervalo de 400-4000 cm-1 en un 

espectrofotómetro e interferómetro con reflectancia total atenuada (Marca: Perkin 

Elmer, modelo: DYNASCAN Spectrum 100, USA), que se obtuvo con una
r  1 1resolución de 4 cm-' en un rango de 4000-515 cm-1 con un total de 16 barridos 

(Amador-Mendoza et al., 2022).

8.1.6. Aislamiento y caracterización de Fusarium oxysporum Schltdl.

8.1.6.1. Sitio de colecta

Las muestras se colectaron el 25 de agosto de 2022, en los cultivos de 

productores de chile soledad de la localidad de San Benito el Encinal, 

perteneciente al municipio de Loma Bonita, Oaxaca, siendo las coordenadas del 

sitio 17°59'05.5" de latitud Norte (N) y 95°54'39.9" de longitud Oeste (W) (INEGI, 

2020).

8.1.6.2. Colecta del material vegetal

Se colectó 20 plantas de chile soledad (hojas, tallos y raíces) que presentaban 

síntomas de marchitez, amarillamiento de las hojas y pudrición del tallo, las cuales 

se guardaron por separado en bolsas de polietileno, se etiquetaron y se 

trasladaron al Laboratorio Químico Biológico de la UNPA Campus Loma Bonita, 

para su posterior procesamiento (Akbar et al., 2018; Oljira y Berta, 2020).

8.1.6.3. Aislamiento de Fusarium oxysporum a partir de tejido vegetal

Las muestras se lavaron con agua corriente para retirar residuos orgánicos y de 

suelo. Enseguida, en condiciones asépticas cada parte de las plantas (hojas, tallos 

y raíces) se cortaron en segmentos de 5 mm, los cuales se sumergieron en 

solución de hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.5% durante 1 minuto 

respectivamente (Gabrekiristos et al., 2020). Posteriormente, el material biológico 

se lavó 3 veces con agua destilada estéril por 1 minuto y se secó sobre papel filtro 

estéril (Biri y Gomathinayagam, 2021). Finalmente, las muestras se colocaron en 

placas con medio Agar Papa Dextrosa (PDA) (90 x 15 mm). Todas las placas se 

etiquetaron, se sellaron con Clean Pack e incubaron a 28 °C durante 5-7 días para 

permitir el crecimiento micelial (López-Orona et al., 2019; Dewi et al., 2021).

■i
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8.1.6.4. Purificación de la cepa

Después del crecimiento de las colonias fúngicas, se seleccionó el micelio con 

aspecto algodonoso blanquecino y de pigmentación difusible roja, rosa o violeta 

que son característicos del género Fusarium, las cuales se aislaron para su 

purificación en cajas Petri con medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20) a 28 °C durante 7 días 

para obtener un cultivo puro. Posteriormente las muestras aisladas se observaron 

al microscopio óptico (marca VELAB™, modelo VE-B3) para confirmar la 

presencia de Fusarium (Hernández-Amasifuen et al., 2019; Oljira y Berta, 2020). 

Finalmente, para la obtención de cultivos puros, para este estudio se adaptó la 

metodología de cultivos monospóricos propuesta por Morales-Rodríguez et al. 

(2007).

8.1.6.5. Mantenimiento de la cepa

Para el mantenimiento de la cepa, se transfirió a cajas Petri con medio PDA (pH =

5.6 ± 0.20) a 4 °C para su posterior empleo (Hami et al., 2021).

8.1.6.6. Caracterización de la cepa aislada

8.1.6.6.1. Descripción macroscópica

Para la identificación macroscópica, los aislados puros de F. oxysporum fueron 

reactivados en cajas Petri (90 x 15 mm) con medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20), y se 

incubaron a 28 °C con un fotoperiodo de 12 h de oscuridad por 10 días. El 

experimento se realizó por triplicado y se efectuaron registros cada 24 h, donde se 

observó la morfología y pigmentación de la colonia, de acuerdo a Ferniah et al.

(2014), Endriyas et al. (2020), Tilahun et al. (2020) y Hernández-Hernández et al.

(2022).

8.1.6.6.2. Identificación morfológica

La identificación se llevó a cabo utilizando un microscópico óptico (marca 

VELABtm, modelo VE-B3). Los resultados obtenidos se compararon con la clave 

de Nelson et al. (1983), el manual de laboratorio de Leslie y Summerell (2006), y 

Campbell y Johnson (2013).
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8.1.6.6.3. Identificación molecular

La identificación molecular de la cepa pura aislada se realizó en los Laboratorios 

de Fertilidad de Suelos S. de R.L. (FERTILAB). Para la amplificación (PCR punto 

final) se emplearon los oligos universales para hongos EF1-728F y EF1- 986R. La 

identificación molecular se realizó mediante el análisis de la secuenciación del gen 

factor de elongación (EF1).

8.1.7. Reproducción y caracterización de Trichoderma harzianum Rifai

8.1.7.1. Reproducción en medio solido

El aislado monospórico de T. harzianum, provino de las cepas del Laboratorio de 

Bioprocesos de la Universidad del Papaloapan (UNPA), Campus Tuxtepec. Para 

la reactivación de la cepa se tomó una porción de esporas y se cultivó en cajas 

Petri (90 x 15 mm) con medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20), y se incubó una temperatura 

de 28 °C, con un fotoperiodo de 12 h de oscuridad, durante 7 días (Pineda-Insuasti 

et al., 2017; Samaniego-Fernández et al., 2018).

8.1.7.2. Caracterización del aislado monospórico

8.1.7.2.1. Descripción macroscópica

Para confirmar que la cepa utilizada correspondía a T. harzianum, las cepas puras 

se cultivaron en cajas Petri (90 x 15 mm) con medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20), y se 

incubaron a 28 °C con un fotoperiodo de 12 h de oscuridad por 10 días, donde se 

realizaron las observaciones macroscópicas para su identificación. El experimento 

se realizó por triplicado. Para ello, se efectuaron registros cada 24 h, donde se 

visualizó el aspecto y pigmentación de las colonias, la textura algodonosa o no del 

micelio, la formación de dos o más anillos concéntricos constituidos por conidios 

pigmentados de verde (Jiang et al., 2016; Asis et al., 2021; Matas-Baca et al., 

2023).

8.1.7.2.2. Identificación morfológica

La identificación microscópica del aislado de T. harzianum se realizó utilizando las 

claves taxonómicas de Bisset (1984, 1991a, b); De Hoog et al. (2000); Wantanabe
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(2002); Romero-Arenas et al. (2009); Chaverri et al. (2015). Con las que se 

observó y comparó la forma de las hifas, esporas, conidióforos y clamidosporas.

8.1.7.2.3. Tasa de desarrollo de Trichoderma harzianum

Con un asa bacteriológica se tomó una porción de esporas en el borde de cada 

colonia en crecimiento activo de 8 días de edad, y se colocó en nuevas cajas Petri 

(90 x 15 mm) con medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20) y se incubó a 28 °C con un 

fotoperiodo de 12 h. Este experimento se realizó cuatro veces. Se midió la longitud 

de crecimiento micelial de T. harzianum cada 24 h con un Vernier (TRUPER®), 

cuya medición culminó cuando la cepa colonizó toda el área de la caja Petri. Para

lo cual, se utilizó los procedimientos de Asman y Rosmana (2021), Admasu et 

al. (2022):

D=(d+d2)............................................................ (2)

Donde:

D = Diámetro (mm) del micelio del hongo en crecimiento.
■i r

d 1 = Diámetro vertical (mm) del micelio del hongo en crecimiento.
'y r

d2 = Diámetro horizontal (mm) del micelio del hongo en crecimiento.

Posteriormente se calculó la tasa de desarrollo de cada uno de los cultivos a 

través de la fórmula (3) empleada por Romero et al. (2013):

-rr4_ (VC Final - VC Inicial) /0  ̂
1 D ñ ................................................. (3)

Donde:

TD=Tasa de desarrollo

VC Final= Diámetro (mm) alcanzado en el tiempo final.

VC Inicial= Diámetro (mm) en el tiempo inicial.

D= Número de días que demoró la cepa en colonizar toda la caja Petri.
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8.1.7.3. Reproducción en medio líquido

Las muestras de T. harzianum en medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20), una vez 

reproducida en cajas Petri totalmente llenas y esporuladas de la muestra fúngica, 

en condiciones asépticas, se realizó cortes de 5 x 5 mm en el agar y se agregó en 

caldo selectivo E de Trichoderma (TME) para su reproducción: 200 mL de jugo V- 

8, 800 mL de agua destilada, 1 g de melaza. El caldo se incubó a una temperatura 

de 28 °C con un fotoperiodo de 12 h, durante 30 días en agitación constante 

(Sánchez-López et al., 2012).

8.1.7.3.1. Cuantificación de esporas

Para la cuantificación de esporas en medio líquido, se realizó en la cámara de 

Neubauer (Modelo MARIENFELD, profundidad 0.100 mm, 0.0025 mm2). Para ello, 

en condiciones asépticas se tomó 5 mL de caldo con esporas de hongo T. 

harzianum y se colocó en un vaso de precipitado limpio y estéril. Enseguida, se 

realizaron diluciones seriadas para minimizar la concentración de esporas. Por lo 

que de la muestra original de 1000 ^L (1 mL), se tomó la cantidad de 100 ^L de 

medio concentrado de esporas y se diluyó con 900 ^L de agua destilada estéril en 

un tubo de microcentrífuga, en un factor de 10 (1:10) o a la décima parte y, se 

agitó en un Vortex (modelo: Daigger®, Vortex-Genie® 2). Posteriormente se tomó 

20 ^L por duplicado de la dilución suspendida y se colocó en cada uno de los 

fondos de la cámara de Neubauer hasta que cada uno de los compartimientos 

quedó lleno por la dilución. Finalmente, la cámara se colocó en el microscopio 

óptico y, en el cuadrante central se contabilizó el contenido de esporas en 5 

cuadrantes menores que lo conforman (4 de los extremos y 1 en el centro), 

tomando en cuenta todas las esporas que se encontró dentro de las líneas de 

borde superior e izquierda, y las esporas que se encontró en las líneas de borde 

inferior y derecha no se realizó el registró (Gallego-Albiach y Pérez-Igualada, 

2021; Martínez et al., 2022).

La concentración de espora se determinó aplicando la siguiente ecuación (4) 

(Araujo et al. 2016):
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Esporas/mL = OD,N̂ , r ...............................................(4)r  SR*PdC*F v '

Donde:

NE= Número de esporas.

SR= Superficie recontada (mm2).

Cuadro grande 1 mm2;

Cuadrado de grupo: 0.25 mm2;

Cuadrado pequeño 0.05 mm2.

PdC= Profundidad de la cámara (0. 01 mm).

F= Factor de dilución.

8.1.8. Prueba de confrontación de cultivo dual in vitro

Para el experimento de confrontación, se utilizó el método de cultivo dual, con el 

fin de determinar las actividades inhibitorias de las cepas antagonistas frente al 

patógeno fúngico. Por tanto, con un asa bacteriológica se colocó una porción de 

micelio con crecimiento activo de T. harzianum, a una distancia de 10 mm del 

borde de la placa con PDA (pH = 5.6 ± 0.20). Al lado opuesto de la placa con 

medidas similares anteriormente descritas (tamaño de micelio y borde de la placa), 

se colocó el patógeno fúngico F. oxysporum (Martínez-Alvarez et al., 2012). Así 

mismo, se inocularon placas PDA con únicamente el hongo antagonista y el 

patógeno, que se utilizaron como controles. Las placas inoculadas se incubaron a 

28°C durante 10 días, y cada experimento se repitió cuatro veces para su 

validación (Kumar et al., 2019). Enseguida se midió cada 24 h el crecimiento radial 

con un Vernier (TRUPER®) a lo largo de tres ejes como lo describen Martínez- 

Álvarez et al. (2012), de la colonia del hongo antagonista en relación con la del 

hongo patógeno. Así mismo se midió el radio de cada una de las cepas control 

(Huang et al., 2011; Liu et al., 2023a).

Posteriormente se comprobó el número de días en los que se produjo el primer 

contacto entre hifas de ambos hongos. Para lo cual, se determinó la escala de
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antagonismo de cinco grados propuesta por Bell et al. (1982), que se describe en 

la Tabla 3.

Tabla 3. Escala de evaluación del tipo de antagonismo ejercido por las cepas de 

Trichoderma harzianum contra Fusarium oxysporum.

Clase___________________________ Descripción_________________________
1 Trichoderma harzianum sobrecrece completamente al patógeno y

cubre totalmente la superficie del medio.

2 Trichoderma harzianum sobrecrece las dos terceras partes de la 

superficie del medio.

3 Trichoderma harzianum y el patógeno colonizan cada uno 

aproximadamente la mitad de la superficie y ningún organismo parece 

dominar al otro.

4 El patógeno coloniza las dos terceras partes de la superficie del 

medio y parece resistir a la invasión por Trichoderma harzianum.

5 El patógeno sobrecrece completamente a Trichoderma harzianum y 

ocupa la superficie total del medio.

Fuente: Bell et al. (1982).

Finalmente, para calcular el efecto de micoparasitismo de T. harzianum sobre el 

crecimiento micelial de F. oxysporum, se calculó el porcentaje de inhibición del 

crecimiento radial del patógeno fúngico en comparación con el control, mediante la 

siguiente fórmula (5) (Meena et al., 2017; y Admasu et al., 2022):

PI=(C I) x 100.......................................................(5)

Donde:

PI= Porcentaje de inhibición de micelio fúngico.

C= Diámetro (mm) de la colonia del patógeno en el grupo de control.

T= Diámetro (mm) de la colonia del patógeno con tratamiento.
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El nivel de micoparasitismo de T. harzianum sobre F. oxysporum se estimó en 

relación al porcentaje de inhibición (PI) que presentó de acuerdo a los siguientes 

valores: 1 - baja actividad antagonista (PI<51%), 2 - actividad antagonista 

moderada (PI = 51-60%), 3 - actividad antagonista alta (PI = 61-75%), 4 - 

actividad antagonista muy alta (PI>75%) (Karlicic et al., 2020; Admasu et al.,

2023).

8.2. Fase de invernadero

8.2.1. Ubicación

Para la obtención de plántulas de chile soledad, esta fase se llevó a cabo en las 

instalaciones del invernadero de la universidad del Papaloapan (UNPA) campus 

Loma Bonita, siendo las coordenadas 18°05'56.1" de latitud Norte (N) y 

95°53'47.2" de longitud Oeste (W), ubicado en el municipio de Loma Bonita, 

Oaxaca (INEGI, 2020). Las características que presenta la estructura son: un área
o

de 504 m2, tipo cenital de dos naves (8 m x 31.5 m c/u), construido con PTR de 

acero galvanizado, cal. 14 G90. Cubierto por malla anti-áfidos en los costados y en 

la parte superior presenta plástico al 25 % de sombra calibre 720.

8.2.2. Material vegetal

Se utilizaron semillas mejoradas de chile soledad (Capsicum annuum L.) variedad 

CHISER-522, donadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, 

Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) del Campo Experimental las Huastecas, México.

8.2.3. Diseño experimental

Para la evaluación de variables en charola, se utilizó un diseño experimental 

completamente al azar con 4 tratamientos, con 30 repeticiones por tratamiento, 

con un total de 120 unidades experimentales evaluadas. Cada tratamiento se 

describe en la Tabla 4.
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Tabla 4. Descripción de los tratamientos para la evaluación de las variables morfológicas.

Tratamiento Descripción
T Testigo

Q Quitosano

Th T. harzianum

Th+Q T. harzianum + Quitosano

Para la aplicación de cada tratamiento fue una dosis de 5 mL por unidad 

experimental, y se dividió en dos fases: la primera consistió en la aplicación al 

momento de la siembra para la germinación de la semilla de chile soledad; y la 

segunda aplicación, en la base del tallo para el desarrollo de las plántulas a los 7, 

15, 22, 29, 36 y 43 días después de la siembra (DDS). Las concentraciones 

empleadas en cada tratamiento se describen en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentraciones de los bioinóculos empleados en cada tratamiento.

Tratamiento Germinación Desarrollo
T Agua corriente estéril Agua corriente estéril

Q 3 g/L 10 g/L

Th T. harzianum 1x1010 T. harzianum 1x1010

esporas/mL esporas/mL

Th + Q T. harzianun 1x1010 T. harzianun 1x1010

esporas/mL + 3 g/L Quitosano esporas/mL + 10 g/L Quitosano

8.2.4. Siembra de semillas

Para la obtención de plántulas de chile soledad (C. annuum), se realizó el 

sembrado de las semillas el 18 de mayo de 2023 en charolas de poliestireno de 

alta densidad, con 200 cavidades y medidas: 66.4 cm de largo x 33.5 cm de ancho 

x 7.0 cm de alto. Se utilizó un total de 2 charolas y se llenaron con sustrato 

húmedo 30 cavidades en cada extremo de las charolas, para lo cual se depositó 

una semilla por cavidad, dando un total de 120 semillas sembradas (Castillo- 

Aguilar et al. 2015). El sustrato utilizado para germinación en charola fue de la
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marca COSMOPEAT® (sustrato de esfagno grado hortícola). Una vez colocadas 

las semillas en cada cavidad de la charola, se agregó los bioinóculos compuestos 

por quitosano y T. harzianum a cada uno de los tratamientos. Enseguida se 

prosiguió con el cubrimiento de la semilla con sustrato seco con 0.5 cm de grosor, 

para finalmente regarlo hasta alcanzar el punto de humedad del mismo. Se regó 

diariamente con agua corriente con la finalidad de mantener la humedad del 

sustrato, así como una humedad relativa del 50-70%, hasta alcanzar la 

germinación total de las semillas.

8.2.5. Germinación y desarrollo

Con la finalidad de evitar el daño de las estructuras de la plántula de chile soledad 

durante su emergencia, se revisó las charolas en germinación entre cuarto y el 

quinto día. Una vez alcanzada la germinación de las semillas al día 10, para 

prevenir la deficiencia nutricional de cada una de las plántulas, se regó 

diariamente con solución Steiner (1961) al 25%, en la mañana a las 9am y en la 

tarde a las 5pm, hasta que su desarrollo llegó a su estadio de plántula al día 43 

(Castillo- Aguilar et al., 2015).

8.2.6. Toma de datos

Obtenida la germinación total de las semillas, se contabilizó los días después de la 

siembra (DDS). De esta manera, se realizó la toma de datos de las variables 

evaluadas a los 15, 22, 29, 36 y 43 DDS.

8.2.7. Variables evaluadas

Para el registro de datos se midió las siguientes variables: diámetro de tallo (cm), 

altura (cm), número de hojas, área foliar y brotes axilares. Para la medición del 

diámetro del tallo se utilizó un Vernier Analógico 6', marca Truper®, modelo: CAL- 

6MP. Respecto al número de hojas desarrolladas, se contabilizó cada hoja nueva 

desarrollada en cada plántula. Para la altura y el área foliar, se usó un flexómetro 

marca Truper, modelo: FH-8M.
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Para calcular el área foliar se usó el método descrito por Swart et al. (2004). La 

medición se realizó en una hoja verdadera completamente extendida. Y se
r , Odeterminó la longitud en cm (L), ancho en cm (W) y área en cm2 (A) en hojas 

individuales. Para lograr un ajuste adecuado, se empleó el modelo de regresión 

descrito por Swart et al. (2004), como se muestra en la ecuación (6):

A=0.61906*LW+0.2060*W2-0.5142*W.................................. (6)

Donde:

A= Área

L=Distancia desde la punta de la hoja hasta el punto de ramificación de la 

nervadura principal y la primera nervadura lateral.

W= Región más ancha a través de la lámina perpendicular a la longitud.

8.2.8. Cuantificación de nutrientes

Para el día 44 DDS, se seleccionaron plántulas desarrolladas de cada tratamiento 

(4 plántulas por tratamiento) y se realizó la cuantificación de nutrientes, para lo 

cual, se extrajo 2 mL del extracto celular de peciolo (savia) junto con el extracto 

celular del tallo, con una prensa de extracción de savia (TRUPER®). 

Posteriormente se realizó una dilución con agua desionizada (1:99) para la 

cuantificación de nutrientes con ionómetros LAQUAtwin®, con los cuales se 

determinó la conductividad eléctrica marca HORIBA (LAQUAtwin EC11), nitratos 

HORIBA (LAQUAtwin NO311), potasio HORIBA (LAQUAtwin K11), pH HORIBA 

(LAQUAtwin Ph33) y fostatos marca HANNA Checker® (HI706) (Cabanzo-Atilano 

et al., 2020; Álvarez-Herrera et al., 2022).

8.3. Fase de campo

8.3.1. Ubicación

Esta fase experimental se realizó en campo abierto en el municipio de Loma 

Bonita, Oaxaca, cuyas coordenadas del sitio son 18°06'16.5" de latitud Norte (N) y 

95°52'45.3" de longitud Oeste (W) (INEGI, 2020).
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8.3.2. Condiciones climáticas

Los datos climatológicos durante el experimento en campo, fueron registrados en 

la estación meteorológica (EMA) de la Universidad del Papaloapan, la temperatura 

máxima fue 38.2 °C y la temperatura mínima de 22.2 °C, la mayor precipitación se 

presentó en el mes de julio con 48.75 mm, y la menor precipitación en agosto con 

0.4 mm, en la Figura 5 se muestran los datos respectivamente.
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Figura 5. Condiciones climáticas de julio-agosto de 2023, durante las pruebas de 

patogenicidad y antagonismo realizadas en plántulas de chile soledad (Capsicum annuum).
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8.3.3. Trasplante

Para las pruebas de patogenicidad de F. oxysporum y la evaluación del efecto 

antagónico de los bioinoculantes aplicados en las plántulas de chile soledad, el día

02 de julio de 2023 se realizó el trasplante del material vegetal de 45 días después 

de la siembra (DDS) con 15 y 19 cm de altura aproximadamente en contenedores 

de poliuretano de 8 oz., con sustrato húmedo estéril marca 

COSMOPEAT® (sustrato de esfagno grado hortícola) (Reyes et al., 2020).

8.3.4. Diseño experimental

Para la evaluación del efecto antagónico de los bioinoculantes, se utilizó un diseño 

experimental completamente al azar con 4 tratamientos, con 30 repeticiones por
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tratamiento, con un total de 120 unidades experimentales evaluadas. Cada 

tratamiento se describe en la Tabla 6.

Tabla 6. Descripción de los tratamientos para la evaluación del efecto antagónico.

Tratamiento Descripción

T Testigo

Q Quitosano

Th T. harzianum

Th+Q T. harzianum + Quitosano

8.3.5. Efecto antagónico de los bioinoculantes en plántulas

8.3.5.1. Preparación del inóculo

Esta técnica se basó en la metodología de Gabrekiristos et al. (2020) con algunas 

modificaciones para ajustarla a nuestro estudio, por ello, después de la 

caracterización e identificación del hongo fitopatógeno aislado, se continuó su 

reproducción masiva en medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20), y después de 10 días de 

maduración a 28 °C, se probó la patogenicidad de los inóculos. Por esta razón, 

cuando el micelio cubrió toda la superficie de la caja Petri (90 x 15 mm), con una 

espátula se raspó suavemente la superficie del micelio y se le agregaron 10 mL de 

agua destilada estéril para retirar y suspender la mayor cantidad de conidios, este 

proceso se repitió 5 veces. La solución de conidios de cada caja Petri, se recolectó 

en un vaso de precipitados estéril de 250 ml. Posteriormente con una gasa de 3 

capas de algodón estéril (Gasa ProtecMR 7.5 cm x 5 cm) se filtró la solución para 

separar los conidios de los fragmentos de micelio inmerso. A partir del cultivo 

filtrado, los conidios se resuspendieron en 100 mL de agua destilada estéril y la 

densidad conidial final se ajustó mediante diluciones seriadas a 1x106 esporas/mL 

con ayuda de una cámara de Neubauer (Modelo MARIENFELD, profundidad 

0.100 mm, 0.0025 mm2).

8.3.5.2. Inoculación de Fusarium oxysporum Schltdl.

La inoculación del patógeno se realizó el 03 de julio de 2023, y para la inoculación
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de cada plántula se usó el método de inyección en la corona de la raíz (Cardona- 

Piedrahíta y Castaño-Zapata, 2019), de la cual se adicionó 10 mL de la 

suspensión de esporas con ayuda de una jeringa (marca BD 10 mL) a 2 cm por 

debajo del tallo (Vásquez-López et al., 2004) de cada unidad experimental de chile 

soledad.

8.3.5.3. Evaluación de la Severidad

Una vez que se realizó la inoculación de F. oxysporum, se evaluó la patogenicidad 

del aislamiento en función de la severidad de los síntomas manifestados 

individualmente en las plántulas de chile soledad de cada uno de los tratamientos, 

para ello, la severidad de la enferm edad se calificó de acuerdo a la escala 

propuesta por Velarde-Félix et al. (2018), como se describe en la Tabla 7 

respectivamente.

Tabla 7. Escala de severidad para evaluar el daño en plantas de chile soledad.

Escala Severidad

1 Plantas sin síntomas (baja susceptibilidad).

3 Plantas sin síntomas foliares y ligera necrosis en el xilema o en

la base de las plantas (susceptibilidad intermedia).

5 Amarillo claro en las hojas y necrosis oscura en el xilema o en la

base de las plantas (alta susceptibilidad).

7 Planta atrofiada con fuerte coloración amarillenta en las hojas

con necrosis oscura en el xilema o en la base de las plantas 

(susceptible intermedia).

9 Plantas muertas (muy alta susceptibilidad).

Fuente: Velarde-Félix et al. (2018).

Aunado a ello, se realizó el registro cada 5 días después de la inoculación (DDI), 

de modo que inició el día 03 de julio de 2023 (día 0 DDI) y finalizó el 16 de agosto 

de 2023 (día 45 DDI). En la Tabla 8 se describen los días de evaluación 

respectivamente.
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Tabla 8. Días de evaluación de la severidad presente en plantas de chile soledad.

Tratamientos Días de evaluación DDI

T

Q 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Th

Th+Q
3/2

h-
0//30*

3/2

0/
0*

3/2
h-

0//2
1*

3/2

0/£
1* *2

2/
07

/2
3 3/2

0/
2* *0

1/
08

/2
3 3/2

/8
0/CO0*

3/2
/8
0/
1*

3/2
/8
0/co
1*

*Fecha del día de evaluación.

8.3.5.4. Porcentaje de incidencia de la enfermedad

Esto se realizó en el día 45 DDI, observando los síntomas presentes de 

marchitamiento, amarillamiento y muerte en las plántulas de cada tratamiento, con 

relación a la escala Velarde-Félix et al. (2018). Para ello, la incidencia de la 

enfermedad (IE) se estimó utilizando la fórmula (7) (Tilahun et al. (2020):

. . .  i  i .  Número de plantas infectadas . __Incidencia de la enfermedad (%) = —----------------------- -------- — x 100..................... (7)Número total de plantas o bservadas

8.3.5.5. Porcentaje de severidad de la enfermedad

Con los valores de la escala de severidad de la enfermedad, se calculó el 

porcentaje de severidad de la enfermedad (PSE) con la siguiente fórmula (8) 

(Oljira y Berta, 2020):

pg£_ X(N ú mero de plantas enfermas x cada grado de la escala) ^ 1 00 (8) 
(Número total de plantas o bservadas)(grado mayor de la escala) ....................................

8.3.5.6. Re-aislamiento de la cepa

Tras finalizar la prueba de patogenicidad y antogonismo se seleccionaron las 

plántulas con mayor daño y siguiendo la metodología descrita anteriormente en el 

apartado 8.1.6.3. Aislamiento de F. oxysporum Schltdl. a partir de tejido vegetal, 

donde se realizaron re-aislamientos para la verificación de los postulados de Koch 

(Huarhua et al., 2020).
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8.3.6. Procesamiento estadístico

Los datos obtenidos se analizaron con el paquete estadístico InfoStat-Statistical 

Software, versión 2020 para Windows, y se empleó un análisis de varianza de 

clasificación simple y una prueba de comparación múltiple de medias de Tukey 

(P<0,05). Las gráficas se procesaron con el programa SitgmaPlot, versión 12.00 

para Windows.
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9. RESULTADOS

9.1. Caracterización de quitosano

9.1.1. Caracterización fisicoquímica

En la Tabla 9, se muestran los resultados de la caracterización de quitosano 

obtenido por hidrólisis química. El exoesqueleto de camarón se tomó como el 

blanco para la comparación de quitosano UNPA y quitosano Sigma Aldrich®. El 

contenido de minerales para el exoesqueleto de camarón fue de 24.6%, para el 

quitosano UNPA de 2.71% y para el quitosano Sigma Aldrich® de 4.5%, donde se 

aprecia que el quitosano Sigma Aldrich® presentó un mayor porcentaje de 

minerales respecto al quitosano UNPA. Así mismo, para el porcentaje de 

desmineralización, el quitosano UNPA alcanzó un valor de desmineralización del 

97.28% y el Quitosano Sigma Aldrich® fue de 95.46%. En las determinaciones del 

contenido de proteínas, el exoesqueleto de camarón mostró un valor del 44.62 %, 

el quitosano UNPA fue de 2.97% y el quitosano Sigma Aldrich® de 8.92%; donde 

el contenido proteico más bajo corresponde a la muestra de quitosano UNPA. 

Para el porcentaje de desproteinización las muestras mostraron un 93.33% y 80% 

del quitosano UNPA y el quitosano Sigma Aldrich® respectivamente. En cuanto al 

contenido de humedad el porcentaje fue de 6.5% para el exoesqueleto de 

camarón, 11.5% para quitosano UNPA y 11.3% de quitosano Sigma Aldrich®, se 

observó que la comparación entre ambos quitosanos tuvo un porcentaje muy 

similar, sin embargo, el valor más bajo fue para el quitosano Sigma Aldrich®. 

Finalmente, el pH de las muestras que correspondió al exoesqueleto de camarón, 

quitosano UNPA y quitosano Sigma Aldrich® fue de 8.88, 3.4 y 3.0 

respectivamente, donde el valor más bajo, fue para el quitosano Sigma Aldrich®, 

seguido del quitosano UNPA y, finalmente el exoesqueleto de camarón.

9.1.2. Rendimiento global de la muestra

El rendimiento global porcentual se calculó con la fórmula anteriormente descrita, 

donde el rendimiento teórico fue de 100g y el rendimiento real de 25.26 g, 

respectivamente. Por consiguiente, el rendimiento global fue del 25.26%.
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9.1.3. Análisis colorimétrico

En la Tabla 10 se observa las coordenadas, descripción y cartilla de color, 

obtenidos mediante hidrólisis química. El primero presentó un color de tonalidad 

"naranja suave” (#E0A86C), con valores de L*72.9, a*13.2 y b*38.9. Para la 

muestra de quitosano UNPA se presentó una escala de "naranja grisáceo claro” 

(#FBF6F0), con valores L*97.1, a*0.5 y b*3.5. Por otra parte, el quitosano Sigma 

Aldrich® o btuvo un tono "medio claro de marrón” (#AC9F8B) con valores L*66.0, 

a*1.6 y b*11.9. De esta manera, se observa que el quitosano UNPA, alcanzó una 

mayor blancura en comparación al quitosano Sigma Aldrich®, parámetro aceptable 

que indica una mayor calidad de la muestra.

Tabla 9. Contenido de minerales, proteína, humedad y pH en las diferentes muestras 
1

analizadas.1

Muestra % M % DM % P % Dp % H pH

Exoesqueleto de camarón 24.6 0 44.62 0 6.5 8.88

Quitosano UNPA 2.71 97.28 2.97 93.33 11.5 3.4

Quitosano Sigma Aldrich® 4.5 95.46 8.92 80 11.3 3.0

1-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Promedio de tres repeticiones. M=Minerales, DM=Desmineralizacion, P=Proteinas,

Dp=Desproteinización, H=Humedad y pH=Potencial de hidrógeno.

Tabla 10. Análisis colorimétrico en muestras biológicas de exoesqueleto de camarón,
*1quitosano UNPA y quitosano Sigma Aldrich .

Tipo de muestra
Colorimetría

# Color
Cartilla de

L* a* b* color

Exoesqueleto camarón 72.9 13.2 38.9 #E0A86C

Quitosano UNPA 97.1 0.5 3.5 #FBF6F0

Quitosano Sigma Aldrich® 66.0 1.6 11.9 #AC9F8B
1------------------------------------------------------------------------------------------------- 1----------------------

L*=Luminosidad; a*=coordenadas rojo/verde; b*=coordenadas amarillo/azul. Promedio de tres

repeticiones.
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9.1.4. Obtención de espectros infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Se realizó la comparación del espectro FT-IR del quitosano UNPA y quitosano 

Sigma Aldrich® con la finalidad de identificar y comparar las bandas características 

del polímero. En la Figura 6 se observa que para el quitosano UNPA, la banda en
A

3439 cm '1 perteneciente al grupo hidroxilo (O-H) (estiramiento de OH), y la banda
1 r  r  r3258 cm-' característica de la vibración de tensión del grupo amida (N-H)

r 1 r(estiramiento asimétrico de NH), en 3104 cm-' existe una banda de vibración de
A

tensión de los grupos hidroxilo (OH) del anillo de glucosa. En 2933 cm se 

contempla una banda característica de vibración de tensión simétrica y asimétrica
A

de los grupos CH3, CH2, CH. En 1653 cm aparece una banda de flexión 

perteneciente al grupo carbonilo (C=O) (estiramiento de CO, amida I). En 1620
a r

cm una banda ancha de flexión perteneciente al grupo N-H, en la cual se
r  A

evidencia el grupo NH2 (Flexión NH2). En 1553 cm se percibe una banda ancha 

característica de la vibración de tensión del grupo (C-N) (Flexión de NH, amida II).
A

En las bandas 1378 (estiramiento de CN, amida III), y en 1310 cm se aprecia la
A

deformación característica de los grupos de CH3, CH2, CH. A 1068 cm ocurre 

una banda característica de la vibración de tensión asimétrica del grupo Piranósico 

y, grupo C-O-C a 1009 cm-1. Como resultado, las bandas presentes confirman la 

identidad de los grupos funcionales que conforman la estructura del quitosano 

UNPA en contraste con el quitosano Sigma Aldrich®.

9.2. Caracterización Fusarium oxysporum Schltdl.

9.2.1. Descripción macroscópica

En la Figura 7 se observan los caracteres morfológicos del aislado de F. 

oxysporum en cajas Petri con medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20) a temperatura 28 °C, 

donde el crecimiento del micelio fue de tipo aéreo algodonoso, inicialmente de 

color blanquecino y conforme creció, a los 10 días de incubación, se tornó de una 

coloración rosácea-morada. En el reverso de la caja Petri, la colonia presentó un 

color morado más oscuro en el centro, con un tono blanquecino en el borde 

externo. La descripción fue de acuerdo a los criterios de Ferniah et al. (2014), 

Endriyas et al. (2020), Tilahun et al. (2020) y Hernández-Hernández et al. (2022).
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Figura 6. Espectros FTIR de quitosano UNPA ( ) obtenido a partir del exoesqueleto de
®camarón y quitosano Sigma Aldrich comercial ( ).

Figura 7. Aspecto macroscópico de Fusarium oxysporum en medio PDA. (A y B) superficie y 

(C) reverso de la colonia. (A) Crecimiento inicial del micelio aéreo color blanquecino 

algodonoso; (B) micelio con coloración rosácea-morada después de 10 días de incubación; 

(C) en el centro del micelio existe coloración morado oscuro y blanquecino en los bordes.
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9.2.2. Descripción morfológica

Las características microscópicas de F. oxysporum mostraron fiálides cortas con 

crecimiento de conidios en cabezas falsas. Los macroconidios fueron fusiformes 

rectos y septados. Los microconidios eran abundantes, elipoides sin tabiques. Las 

clamidosporas se formaban de forma terminal o intercalar, simple o en pares, 

como se muestra en la Figura 8. Resultados similares fueron informados por 

Nelson et al. (1983), Leslie y Summerell (2006) y Campbell y Johnson (2013).

A
W

10 pm 10 |jm

Figura 8. Características microscópicas de Fusarium oxysporum en medio PDA. (A) Fiálides 

cortas con cabezas falsas; (B) microconidios; (C) macronocidios; y (D) clamidosporas 

glosobas. Aumento 100X. Tinción azul de metileno 0.1% (p/v).

9.2.3. Identificación molecular

La identificación molecular del aislado monospórico realizada por Fertilidad de 

Suelos S. de R.L. (FERTILAB), refirió que el análisis de secuenciación del gen 

factor de elongación (EF1) dio como resultado a la especie Fusarium oxysporum 

Schltdl.

9.3. Caracterización Thichoderma harzianum Rifai

9.3.1. Descripción macroscópica

En la Figura 9 se observan las colonias de T. harzianum en cajas Petri con medio 

PDA (pH = 5.6 ± 0.20) a temperatura 28 °C, en sus etapas tempranas el micelio 

presentó una coloración blanquecina algodonosa y eventualmente a los 10 días de
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incubación desarrolló un color verdoso con anillos concéntricos. En el reverso de 

la cepa se tornó de un verde más oscuro con los bordes blanquecinos. Todas las 

características descritas anteriormente se corroboraron con las descripciones 

realizadas por Jiang et al. (2016); Asis et al. (2021); Matas-Baca et al. (2023).

Figura 9. Aspecto macroscópico de Trichoderma harzianum en medio PDA. (A y B) 

Superficie y (C) reverso de la colonia. (A) micelio blanquecino en sus primeros estadios; (B) 

eventualmente después de la esporulación se tornó a un color verde oscuro después de 10 

días de incubación; y (C) en el centro se torna de color verde oscuro con bordes 

blanquecinos.

9.3.2. Descripción morfológica

En las estructuras microscópicas observables de T. harzianum, se muestra la 

presencia de conidióforos color verde con diversas ramificaciones en forma 

piramidal, donde las ramas más cercanas al eje principal son más largas. Es 

visible la presencia de fiálides con formas alargadas y delgadas, solitarias a lo 

largo del eje, en forma asimétrica. Así mismo, hay verticilos terminales con 

conidios color verde globosos y sus clamidosporas marrones subglobosas, como 

se aprecia en la Figura 10. Datos corroborados en Bissett (1984, 1991a, b); Hoog 

et al. (2000); Wantanabe (2002); Romero-Arenas et al. (2009); Chaverri et al.

(2015).
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Figura 10. Características microscópicas de Trichoderma harzianum. (A) Conidióforos y 

presencia de fiálides alargadas y delgadas; (B) conidios globosos; y (C) clamidosporas 

marrones subglobosas. Aumento 40X (A); 100X (B, C).

9.3.3. Tasa de desarrollo de Trichoderma harzianum

De acuerdo a los datos obtenidos, la tasa de desarrollo de la cepa T. harzianum 

(Th), no presentó diferencias significativas entre repeticiones después de 5 días de 

incubación a 28 °C, las cuales mostraron valores en (Th1)14.38 ± 0.02 mm/día, 

(Th2) 14.39 ± 0.01 mm/día, (Th3) 14.37 ± 0.01 mm/día y, (Th4) 14.36 ± 0.00 

mm/día. En la Figura 11 se muestran las repeticiones del ensayo realizado.

__Cepa

l----- 1 Th

16

14
.2T3 12

l 10
O
o 8
CD cn  a)

TD
6

<1>"O 4
cu</) 2

0  —i— ---- —i— ---- —i— ---- —i— --------
Th1 Th2 Th3 Th4

Repeticiones

Figura 11. Tasa de desarrollo de la cepa Trichoderma harzianum (Th) en agar PDA (pH = 5.6 

± 0.20) incubadas a 28 °C, con 5 días de incubación. Columnas con una letra en común no 

son significativamente diferentes (Tukey, P<0.05).
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Así mismo, la evaluación de la tasa global de desarrollo presentó un valor 

promedio de 14.37 ± 0.01 mm/día, que representa un 15.96% de la longitud de 

crecimiento diario. Por ello, la cepa colonizó toda el área de la caja Petri (90 X 15 

mm) con agar PDA (pH = 5.6 ± 0.20) en un lapso de 5 a 6 días, como se exhibe en 

la Figura 12.

Figura 12. Longitud de crecimiento de Trichoderma harzianum en el día 1 (A), día 3 (B) y día 

5 (C) en caja Petri con medio PDA, donde ocurrió la colonización de toda el área de la
m is m a .

9.3.4. Reproducción en medio líquido

En la Figura 13 se muestra la reproducción de la cepa fúngica de T. harzianum en 

caldo selectivo E de Trichoderma (TME), la cual mostró un crecimiento activo, 

manteniendo la misma tasa de crecimiento observada en colonias sembradas en 

cajas Petri, donde la colonización de cada medio líquido se atestó de micelio 

característico ya descrito, en cada contenedor inoculado. Por otro lado, se observó 

la formación de una bifase en el medio de crecimiento V8, donde la parte superior 

se encontró el micelio fúngico con crecimiento rápido y, en la parte inferior el 

contenido de esporas con coloración verde marrón.

9.3.5. Cuantificación de esporas

Una vez completado el periodo de incubación de 30 días de la cepa de T. 

harzianum en medio V8, la cuantificación por triplicado de esporas a través de la 

cámara de Neubauer (Modelo: MARIENFELD, profundidad 0.100 mm, 0.0025
O r , 4 nmm2), mostró una concentración de 1x10 esporas/mL.
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Figura 13. Medio V8 con crecimiento activo de Trichoderma harzianum. Bifase del medio, (A) 

parte superior, micelio activo; y (B) parte inferior, el contenido de esporas.

9.3.6. Prueba de confrontación de cultivo dual in vitro de Trichoderma 

harzianum Rifai contra Fusarium oxysporum Schltdl.

Los resultados en la prueba de confrontación in vitro entre la cepa de T. harzianum 

(Th) y F. oxysporum (Fo), mostró en cada ensayo diferencias significativas en el 

crecimiento micelial de los aislados de (Th), así como una reducción significativa 

(P<0.05) en el crecimiento micelial de (Fo) después de 10 días de incubación a 28 

°C, con valores promedio de (Th) 82.56 ± 0.08 mm y (Fo) 14.78 ± 0.02 mm como 

se aprecia en la Figura 14. Además, la confrontación formó una zona de inhibición 

en el punto de contacto como se distingue en la Figura 15. De esta manera, 

alcanzó un tipo de antagonismo en la escala de Bell et al. (1982) de clase 2, 

donde el micelio de T. harzianum sobrecreció las dos terceras partes de la 

superficie del medio.

Además, el efecto de micoparasitismo de T. harzianum sobre F. oxysporum en la 

escala de Karlicic et al., (2021) y Admasu et al., (2023), alcanzó un porcentaje de 

inhibición total del 75.93%, con un valor calculado de 4 dentro de la clasificación, 

el cual indica que presenta una actividad antagónica muy alta. En la Tabla 11 se 

muestra el tipo de antagonismo, y micoparasitismo que presentó cada uno de los 

ensayos realizados.
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Figura 14. Crecimiento micelial (mm) en la prueba dual in vitro de Trichoderma harzianum 

(Th) y Fusarium oxysporum (Fo) en agar PDA (pH = 5.6 ± 0.20) a 28 °C, con 10 días de 

incubación. Columnas con una letra en común no son significativamente diferentes (Tukey, 

P<0.05).

Figura 15. Confrontación de cultivo dual in vitro de Trichoderma harzianum frente a 

Fusarium oxysporum en medio PDA con 10 días de incubación. (A) Se observa una clase 2 

en la escala de Bell et al. (1982); (B) micoparasitismo de Trichoderma harzianum sobre las 

hifas y conidios de Fusarium oxysporum, aumento de 100X; (C) cepa control de Fusarium

oxysporum.
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Tabla 11. Capacidad antagónica de Trichoderma harzianum (Th) sobre Fusarium oxysporum 

(Fo) en medio PDA.

Ensayo Confrontación DPC TA PI MP

1 oF■hT 7 2 76.16% 4

2 oF-hT 8 2 75.66% 4

3 Th - Fo 8 2 75.70% 4

4 Th - Fo 7 2 76.21% 4

DPC=Día del primer contacto entre hifas. TA=Tipo de antagonismo. PI= Porcentaje de 

inhibición. MP=Micoparasitismo. Fuente: elaboración propia.

9.4. Variables de crecimiento

9.4.1. Diámetro del tallo

En la Figura 16 se muestra los resultados del diámetro del tallo en plántulas, 

muestreadas a los 15, 22, 29, 36 y 43 días después de la siembra (DDS). Por 

consiguiente, a los 15 días después de la siembra (DDS), no se presentaron 

diferencias significativas entre tratamientos, donde Testigo (T) presentó un valor 

de 0.74 ± 0.01 mm, Quitosano (Q) 0.69 ± 0.01 mm, T. harzianum (Th) 0.73 ± 0.01 

mm y, la combinación de T. harzianum+Quitosano (Th+Q) 0.73 ± 0.02 mm 

(P<0.05). Hacía el día 22 DDS, existió diferencias significativas entre tratamientos, 

donde (T) con 0.93 ± 0.03 mm y (Q) 0.97 ± 0.04 mm no presentaron diferencias 

entre ambos tratamientos; sin embargo, (T) sí hubo diferencias respecto a (Th), el 

cual alcanzó un valor de 1.06 ± 0.03 mm. Así mismo, la combinación de (Th+Q) 

1.22 ± 0.02 mm, sí presentó diferencias significativas respecto a los demás 

tratamientos, el cual alcanzó el mayor diámetro de todos (P<0.05). Para el día 29 

DDS, entre los tratamientos (T) 1.49 ± 0.03 mm y (Th+Q) 1.48 ± 0.04 mm no 

presentaron diferencias significativas, no obstante, los tratamientos (Q) 1.33 ± 0.03 

mm y (Th) 1.31 ± 0.02 mm si presentaron diferencias respecto a los dos 

anteriores, siendo el (T) el que presentó el mayor diámetro (P<0.05). Al día 36 

DDS, las diferencias significativas fueron observables entre los tratamientos (Th) 

1.49 ± 0.03 mm y (Th+Q) 1.70 ± 0.03 mm, donde el efecto de la aplicación de 

ambos biofertilizantes tuvo el mayor valor para el diámetro en las plántulas de 

chile soledad. Referente a (Q) 1.58 ± 0.03 mm y (T) 1.65± 0.03 mm, no
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presentaron diferencias significativas (P<0.05). Así mismo, se observaron 

diferencias significativas entre los tratamientos (Th) 1.49 ± 0.03 mm y (Th+Q) 1.70 

± 0.03 mm, donde el mayor valor de diámetro fue para la combinación de ambos 

bioinoculantes. Respecto a (Q) 1.58 ± 0.03 mm y (T) 1.65± 0.03 mm, no 

presentaron diferencias significativas (P<0.05). Finalmente, en el día 43 DDS, el 

tratamiento (T) 1.85 ± 0.04 mm y (Th) 1.82 ± 0.03 mm, no existió diferencias 

significativas, aunado a ello, estos dos tratamientos (T y Th) presentaron 

diferencias en relación al tratamiento con (Q), cuyo valor fue de 2.18 ± 0.04 mm. 

En contraste con los demás tratamientos, el combinado (Th+Q) 2.41 ± 0.04 mm 

presentó diferencias significativas (P<0.05) y, fue el mejor valor para el tamaño de 

diámetro en plántulas de chile soledad. Por lo tanto, cabe señalar que el efecto de 

la aplicación de bioinoculantes como Th y Q, afectó significativamente el diámetro 

en plántulas de chile soledad.

9.4.2. Altura de plántulas

En la Figura 16 se observan los resultados obtenidos de la altura de las plántulas 

a los 15, 22, 29, 36 y 43 DDS. Y a los 15 DDS, existió diferencias significativas 

entre tratamientos, donde (T) alcanzó el menor valor 2.95 ± 0.08 cm; seguido de 

(Th) 3.43 ± 0.10 cm; (Th+Q) 3.52 ± 0.13 cm; y (Q) 3.88 ± 0.13 cm, siendo el que 

alcanzó el mayor valor (P<0.05). En el día 22 DDS, el tratamiento (Th+Q) tuvo el 

menor valor 4.63 ± 0.12 cm, en comparación a los otros tratamientos, cuyos 

valores para (T) 5.06 ± 0.15 cm y, (Th) 5.27 ± 0.13 cm fueron mayores, los cuales 

no presentaron diferencias significativas. En el caso de (Q), fue el tratamiento que 

obtuvo el mejor valor 6.36 ± 0.15 cm, presentando diferencias significativas entre 

los demás tratamientos (P<0.05). Para el día 29 DDS, el tratamiento (T) presentó 

el menor valor 6.30 ± 0.13 cm. Para el caso de (Th) valores de 7.25 ± 0.18 cm y 

(Th+Q) 7.32 ± 0.16 cm, los cuales no presentaron diferencias significativas. El 

tratamiento con (Q), fue el que presentó el valor más alto 8.88 ± 0.18 cm, siendo el 

que presentó diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). En cuanto al 

día 36 DDS, (T) obtuvo el menor valor 10.81 ± 0.28 cm; consecutivo (Th) 11.53 ± 

0.46 cm; (Th+Q) 12.42 ± 0.32 cm; y (Q) 14.50 ± 0.35 cm, siendo este el

61



tratamiento con el valor más alto, presentando diferencias significativas (P<0.05), 

respecto a los otros tratamientos. Por último, en el día 43 DDS, se presentó la 

misma tasa de crecimiento inicial respecto a la altura, en el que se presentó 

diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05), donde (T) alcanzó el menor 

valor 15.34 ± 0.54 cm; seguido de (Th) 16.50 ± 0.64 cm; (Th+Q) 18.04 ± 0.51 cm; 

y (Q) 19.94 ± 0.45 cm, siendo el que alcanzó el mayor valor en comparabilidad a 

los demás tratamientos.
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Figura 16. Diámetro del tallo (A) y altura de plántulas (B), en chile soledad (Capsicum 

annuum). Evaluadas a los 15, 22, 29, 36 y 43 días después de la siembra (DDS), con cuatro 

tratamientos, donde: T=Testigo, Q=Quitosano, Th=Trichoderma harzianum y 

Th+Q= Trichoderma harzianum + Quitosano. Columnas con una letra en común no son 

significativamente diferentes (Tukey, P<0.05).

9.4.3. Número de hojas

En la Figura 17 se presenta el efecto de la aplicación de bioinoculantes en 

plántulas de chile soledad respecto al número de hojas desarrolladas a los 15, 22, 

29, 36 y 43 DDS. Por tanto, para el día 15 DDS, el tratamiento (Th) con 0.33 ± 

0.09, presentó diferencias significativas (P<0.05), con el valor más bajo respecto a 

los otros tratamientos como (Th+Q) 0.90 ± 0.11; (T) 1.13 ± 0.12; y (Q) con la cifra 

más alta de 1.26 ± 0.13, los cuales no presentaron diferencias significativas. En el
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día, 22 DDS, las diferencias significativas entre tratamientos fueron entre (Th) con 

el valor más bajo 0.7 ± 0.10 y, (Q) con el valor más alto 1.2 ± 0.12. Entre los 

tratamientos (T) 0.9 ± 0.10, juntamente con (Th+Q) 1.03 ± 0.11, no se halló 

diferencia significativa. A los 29 DDS, los tratamientos (Th) 0.83 ± 0.08; (Q) 1.07 ± 

0.10; (Th+Q) 1.07 ± 0.10; y (T) 1.10 ± 0.10, presentaron valores muy semejantes y 

no se encontraron diferencias significativas, sin embargo, (T) numéricamente tuvo 

el valor más alto. En el día 36 DDS, no hubo diferencias significativas entre 

tratamientos, cuyos valores numéricos son menores en (Q) 1.27 ± 0.10; seguido 

de (Th) 1.30 ± 0.10; (Th+Q) 1.50 ± 0.12; y finalmente (T) 1.70 ± 0.16, el cual 

obtuvo el valor más alto. Por último, al día 43 DDS, el tratamiento con el menor 

número de hojas fue para (Th+Q) 1.63 ± 0.08. Por consiguiente, el tratamiento (T), 

junto con (Th), presentaron valores similares 1.83 ± 0.06 y 1.83 ± 0.08, 

respectivamente. El tratamiento (Q) 1.90 ± 0.06, fue el que tuvo el mejor valor 

numérico de todos. No se encontró diferencia significativa entre tratamientos 

(P<0.05).

9.4.4. Área foliar

Para la toma de datos de esta variable (área foliar), se realizó a los 22 DDS, 

debido al desarrollo de las hojas verdaderas de cada plántula de chile soledad. 

Por ello, en la Figura 17 se observa que el área foliar a los 22 DDS, no existió 

diferencias significativas entre tratamientos (T) y (Th) con valores de 2.15 ± 0.09 

cm y 2.01 ± 0.12 cm, respectivamente. Al igual que los tratamientos (Q) 2.90 ± 

0.14 cm y (Th+Q) 3.14 ± 0.10 cm. Sin embargo, la mayor área foliar obtenida fue 

para la combinación de (Th+Q). Para el día 29 DDS, las diferencias significativas 

presentes fueron para (Th+Q) con 4.08 ± 0.25 cm, el cual alcanzó el valor más alto 

y, (Th) 3.20 ± 0.17 cm con el valor más bajo entre tratamientos. Respecto a los 

tratamientos (T) 3.74 ± 0.17 cm, y (Q) 3.76 ± 0.16 cm, no presentaron diferencias 

significativas (P<0.05). Al día 36 DDS, se presentó diferencias significativas entre 

el tratamiento (Th) 5.67 ± 0.18 cm y, (Q) 7.02 ± 0. 27 cm, donde se observa que 

este tratamiento tuvo el mayor valor. Sin embargo, para los tratamientos (Th+Q) 

6.16 ± 0.24 cm y, (T) 6.41 ± 0.34 cm, no existió diferencias significativas,
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observándose que la aplicación de la combinación de biofertilizantes inhibió el 

crecimiento foliar. Ahora, para el día 43 DDS, las diferencias significativas entre 

tratamientos fueron muy marcadas, puesto que el tratamiento (Th) presento el 

menor valor con 5.64 ± 0.24 cm; enseguida (T) 6.32 ± 0.25; posterior (Th+Q) 7.5 ± 

0.23; y finalmente el mejor valor correspondió a (Q) 8.61 ± 0.26, observándose 

claramente que quitosano tiene un efecto positivo en el desarrollo foliar en 

plántulas de chile soledad.
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Figura 17. Número de hojas (A) y área foliar (B), en plántulas de chile soledad (Capsicum 

annuum). Evaluadas a los 15, 22, 29, 36 y 43 días después de la siembra (DDS), con cuatro 

tratamientos, donde: T=Testigo, Q=Quitosano, Th=Trichoderma harzianum y 

Th+Q= Trichoderma harzianum + Quitosano. Columnas con una letra en común no son 

significativamente diferentes (Tukey, P<0.05).

9.4.5. Número de brotes axilares

El desarrollo de brotes axilares en plántulas de chile soledad, se inició a los 36 

DDS, por lo tanto, la toma de datos de esta variable se inició a los 43 DDS, y en la 

Figura 18 se aprecia que los tratamientos (Th) 2.63 ± 0.24 cm, en conjunto con (T) 

2.70 ± 0.26 cm y, (Th+Q) 3.13 ± 0.2 cm, presentaron diferencias significativas en 

contraste con el tratamiento (Q) 3.73 ± 0.25 cm, siendo este último el que mejoró 

el desarrollo de brotes axilares en plántulas de chile soledad.
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Figura 18. Número de brotes axilares en plántulas de chile soledad (Capsicum annuum). 

Evaluadas a los 43 días después de la siembra (DDS), con cuatro tratamientos, donde: 

T=Testigo, Q=Quitosano, Th=Trichoderma harzianum y Th+Q=Trichoderma harzianum + 

Quitosano. Columnas con una letra en común no son significativamente diferentes (Tukey, 

P<0.05).

9.5. Cuantificación de nutrientes

La cuantificación de nutrientes presentes en la savia de peciolos y tallos, permitió 

observar la situación nutricional que se encontró en cada plántula en cada 

tratamiento. Además, nos propició establecer la relación existente de la aplicación

de Quitosano (Q), T. harzianum (Th) y la combinación de T. harzianum+Quitosano
1 1(Th+Q) sobre las variables de conductividad eléctrica (^s cm-1), Potasio (mg L ) ,

1 1  r ,Nitrato (mg L ) ,  Fosfato (mg L )  y potencial de hidrógeno (pH), a los 43 días 

después de la siembra (DDS).

r  4

Por lo tanto, como se muestra en la Figura 19, la conductividad eléctrica (^s cm-1), 

existió diferencias significativas entre tratamientos, donde (Th) 246.8 ± 36.97 ps
1 r  rcm-1 fue el tratamiento que alcanzó el menor valor, con respecto a los demás 

tratamientos como (Q) 303.2 ± 13.98 ^s cm-1, (Th+Q) 346.6 ± 13.28 ^s cm-1 y (T)
4

389.6 ± 26.88 ^s cm-1, que no presentaron diferencias significativas
r 4

respectivamente (P<0.05). En relación a los valores de Potasio (mg L ), de 

manera similar se encontraron diferencias significativas, y se determinó que el 

valor más bajo fue para (Th) 74.8 ± 7.54 (mg L-1), sin embargo para los demás
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tratamientos (Q) 116.6 ± 18.42 mg L-1, (Th+Q) 97.6 ± 1.50 mg L-1, (T) 122.8 ± 7.47
4

mg L-1 no se encontraron diferencias significativas. Respecto al contenido de 

nitratos como se señala en la Figura 20, se encontraron diferencias significativas 

entre los tratamientos, donde (Q) 53.4 ± 2.69 mg L-1 y (Th+Q) 70.8 ± 5.00 mg L-1,
r  4

presentaron los valores más bajos, en contraste con (Th) 95.8 ± 5.00 mg L y (T)
4 f

102 ± 7.2 mg L que presentaron valores más altos.

Tratamientos Tratamientos

Figura 19. Conductividad eléctrica (A) y potasio (B), presente en savia de peciolos y tallos 

en plántulas de chile soledad (Capsicum annuum). Evaluadas a los 44 días después de la 

siembra (DDS), con cuatro tratamientos, donde: T=Testigo, Q=Quitosano, Th=Trichoderma 

harzianum y Th+Q=Trichoderma harzianum + Quitosano. Columnas con una letra en común 

no son significativamente diferentes (Tukey, P<0.05).

r  4

A lo que respecta la concentración de Fosfato (mg L ), nuevamente se 

encontraron diferencias significativas donde los tratamientos (T) 1016 ± 28.56 mg 

L-1 y (Th) 892 ± 24.16 mg L-1 exhibieron los valores más bajos, respecto (Q) 1460 

± 37.41 mg L-1 y (Th+Q) 1348 ± 33.22 mg L-1 que fueron valores más altos. 

Finalmente, los valores de pH, no mostraron diferencias significativas entre 

tratamientos (T) 5.5 ± 0.07, (Q) 5.94 ± 0.25, (Th) 5.66 ± 0.06, (Th+Q) 5.34 ± 0.14.
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Figura 20. Nitratos (A), fosfato (B) y pH (C), presente en savia de peciolos y tallos en 

plántulas de chile soledad (Capsicum annuum). Evaluadas a los 44 días después de la 

siembra (DDS), con cuatro tratamientos, donde: T=Testigo, Q=Quitosano, Th=Trichoderma 

harzianum y Th+Q= Trichoderma harzianum + Quitosano. Columnas con una letra en común 

no son significativamente diferentes (Tukey, P<0.05).

9.6. Efecto antagónico de los bioinoculantes en plántulas

9.6.1. Incidencia y severidad

La cepa de F. oxysporum inoculada en la base de las plántulas de chile soledad 

(C. annuum) de cada tratamiento, mostró que la concentración de 1x106 

esporas/mL causó síntomas de marchitez. Como se muestra en la Figura 21, lo 

síntomas se presentaron a partir de los 15 días después de la inoculación (DDI), 

donde las plántulas del tratamiento (T) manifestaron una ligera necrosis en la base
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de los tallos (severidad nivel 3 en la escala de Velarde-Félix et al., 2018), con un 

porcentaje de incidencia de la enfermedad (IE) y severidad (PSE) de 13.33% y 

4.44%. Para el caso del tratamiento (Th) presentó una ligera necrosis en la base 

de los tallos, sin embargo, el IE y PSE fue más baja con el 3.33% y 1.11%. 

Respecto a (Q), y (Th+Q) no presentaron ningún síntoma, donde el IE junto al 

PSE fue del 0% respectivamente. Para el día 20 DDI, los síntomas como ligera 

necrosis en la base del tallo y amarillamiento en las hojas más viejas en plántulas 

susceptibles e infectadas, ya eran visibles en todos los tratamientos, sin embargo, 

existieron diferencias puesto que (T) tuvo un valor de IE 40 % - PSE 13.33, (Q) IE

6.6 % - PSE 2.22%, (Th) IE 6.66% - PSE 2.22%, y (Th+Q) IE 0% - PSE 0%, 

siendo evidente que este último tratamiento no presentó síntomas de enfermedad. 

Respecto al día 30 DDI, los síntomas de la enfermedad fueron más visibles, para 

el caso de (T) presentó mayor susceptabilidad (escala 5 Velarde-Félix et al., 

2018), con amarillo claro en las hojas y necrosis oscura en la base de las plantas 

con un IE 86.6 % - PSE 47.40%, para (Q) IE 23.33% - PSE 9.25%, (Th) IE 26.66% 

- PSE 11.1%, y (Th+Q) IE 10% - PSE 3.33% siendo el tratamiento con el valor 

más bajo. Para el día 45 DDI como se observa en la Figura 22, los síntomas 

fueron más severos para el tratamiento (T) pues alcanzó un valor de IE 93.33% - 

PSE 90.37%, que se reflejó en marchitez más severa (escala 9 Velarde-Félix et 

al., 2018), provocando la muerte y secadera de las plántulas. Con relación a los 

demás tratamientos, (Q) alcanzó un valor de IE 26.66% - PSE 20%, en (Th) IE 

33.33%- PSE 25.92, y (Th+Q) IE 13.33% - PSE 8.14%. Lo cual expresa que el 

tratamiento (Q) presentó mejor protección en comparación a (Th), además, el uso 

de bioinoculantes combinados (Th+Q) demostró mayor sinergia y antagonismo 

para el combate de la enfermedad del marchitamiento del chile provocado por F. 

oxysporum , en comparación al uso individual de los mismos, reduciendo 

notablemente el PSE. Aunado a ello, es importante destacar que las plantas 

severamente afectadas inhibieron su crecimiento. También cabe mencionar que 

los factores ambientales como: el alto porcentaje de humedad relativa, 

precipitación, y temperatura, fueron importantes para propiciar la invasión y
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desarrollo de la enfermedad en las plántulas infectadas de cada tratamiento 

durante los días de evaluación.
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Figura 21. Porcentaje de incidencia y severidad de la enfermedad causada por Fusarium 

oxysporum, en plántulas de chile soledad (Capsicum annuum) a los 10, 20, 30 y 45 días 

después de la inoculación DDI, con cuatro tratamientos, donde: T=Testigo, Q=Quitosano, 

TJn=Trichoderma harzianum y TJn+Q=Trichoderma harzianum + Quitosano.

9.6.2. Re-aislamiento de la cepa

En la Figura 23 se muestra el re-aislamiento de la cepa de F. oxysporum en medio 

de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) (pH = 5.6 ± 0.20) a 28°C durante 5 días de 

incubación, a partir de raíces y tallos de plántulas de chile soledad enfermas con 

síntomas de marchitez, una vez culminado el tiempo de evaluación, se corroboró a 

través de la identificación morfológica que se trataba de la misma cepa inoculada,

lo que demostró la relación del aislamiento y la enfermedad, cumpliéndose así los 

postulados de Koch.
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Figura 22. Severidad presentada en plántulas de chile soledad (Capsicum annuum) a los 15 

(A), 20 (B), 30 (C) y 45 (D) días después de la inoculación (DDI) de Fusarium oxysporum en 

una concentración 1x106 esporas/mL. El tratamiento (D) más resistente fue (Th+Q), seguido 

de (Q), luego (Th) y finalmente (T). Dónde: T=Testigo, Q=Quitosano, Th=Trichoderma 

harzianum y TJn+Q=Trichoderma harzianum + Quitosano.

Figura 23. Re-aislamiento de Fusarium oxysporum en plántulas infectadas de chile soledad 

(Capsicum annuum). (A) Raíces y tallos infectados; (B) crecimiento del micelio color 

blanquecino algodonoso a los 5 días de incubación; (C) hifas y microconidios 

característicos, aumento 100X.
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10. DISCUSIÓN

10.1. Caracterización de quitosano

10.1.1. Caracterización fisicoquímica

El resultado obtenido en la caracterización fisicoquímica de las muestras de 

Exoesqueleto de camarón, quitosano UNPA y quitosano Sigma Aldrich®, mostró 

que el contenido de minerales para el exoesqueleto de camarón obtuvo un 24.6%, 

siendo mayor al reportado por Mittal et al. (2021) y Liyanage et al. (2022) que 

obtuvieron un 18.1% y 20.39%. Aunado a ello Hahn et al. (2024) reportaron un 

valor más alto de 32.5%, respectivamente. Respecto al contenido de minerales 

para quitosano UNPA tuvo 2.71%, siendo mayor que el reportado por Luo et al.

(2019), Tong et al. (2021) y Liyanage et al. (2022) quienes obtuvieron 0.95%, 

1.25% y 1.08% respectivamente. Por otro lado, el porcentaje de minerales en este 

estudio fue menor a lo reportado por Ibrahim et al. (2019) y Leksono et al. (2019) 

quienes indicaron un 4.09% y 4.13% respectivamente. Así mismo, Torres et al.

(2023) refirieron resultados mayores de 18.86% y 29.19% de minerales 

provenientes de diferentes muestras de exoesqueleto de camarón de granjas 

acuícolas del estado de Sinaloa. Las diferencias fisicoquímicas del porcentaje de 

minerales presente en el exoesqueleto de camarón y el quitosano obtenido de 

cada autor, Mittal et al. (2021) afirman que es a consecuencia de la diferente 

composición del exoesqueleto de camarón que se rige por la diferencia de 

especies, la etapa de muda, así como la práctica de cultivo que dependen 

principalmente de la topografía, el clima, la calidad del agua y la composición del 

alimento. Respecto al quitosano Sigma Aldrich® exhibió un porcentaje de 

minerales de 4.5%, equiparando una menor calidad al quitosano UNPA, pues 

Lukum et al. (2020) mencionan que cuanto menor sea el contenido de minerales, 

mayor será la calidad del quitosano. Así mismo, No y Meyers (1995) aseguran que 

el quitosano de alta calidad debe tener menos del 1% de minerales. Con relación 

al porcentaje de desmineralización se obtuvo un 97.28% en Quitosano UNPA y 

95.46 Sigma Aldrich® respectivamente, los cuales mantienen valores >90% 

similares a Liyanage et al. (2022) que obtuvieron un 94.70% y Hahn et al. (2024)
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con 95.9%. La diferencia de estos valores involucra la concentración de ácido, la 

temperatura de extracción y el tiempo, como los principales parámetros que 

afectan la eficiencia de la desmineralización. Además, el carbonato de calcio y el 

fosfato de calcio son los principales minerales en los caparazones, que deben 

descartarse para desmineralizar eficazmente los caparazones de camarón 

(Hosney et al., 2022). El porcentaje de proteína del exoesqueleto de camarón fue 

de 44.62%, inferior al reportado por Amador-Mendoza et al. (2022) y Mittal et al.

(2021) que afirman un 49.72% y 51.29%, y superior a lo que Hahn et al. (2024) 

alcanzaron con 40.3%. Con respecto al quitosano UNPA, este presentó un 2.97% 

de proteína, cuyo valor es menor al reportado por Bahri et al. (2024) quienes 

obtuvieron 3.79%, así mismo, Hahn et al. (2024) reportó que bajo condiciones de 

NaOH 2M, 90°C, 2.5 h se obtiene un 0.7%, y NaOH 2M, 70°C, 4 h el 2.4%, donde 

se observa que las condiciones de temperatura, concentración del reactivo y 

tiempo de exposición, es determinante para obtener una variación en la cantidad 

de proteína residual. Es importante indicar que Sigma Aldrich® obtuvo un mayor 

porcentaje de proteína con un 8.92%, lo que nos indica una menor calidad, pues 

Rasweefali et al. (2022) mencionan que la eliminación incompleta de la proteína 

afecta la calidad del quitosano y restringe sus aplicaciones. Cabe enfatizar que en 

comparación al porcentaje de proteínas obtenido en el exoesqueleto de camarón 

del 44.62% en este estudio, se logró alcanzar una desproteinización del 93.33% 

para el quitosano UNPA, y un 80% para el quitosano Sigma Aldrich®, es pertinente 

resaltar que la mayoría de los autores no mencionan el porcentaje de 

desproteinización de quitosano alcanzado en sus estudios, sin embargo, la 

concentración de álcali, la temperatura de reacción y el tiempo de recuperación de 

la muestra, son los principales impulsores del proceso y el grado de 

desproteinización (Aldila et al., 2020; Hosney et al., 2022). Respecto al porcentaje 

de humedad el exoesqueleto de camarón, quitosano UNPA y Sigma Aldrich®, 

obtuvieron 6.5%, 11.5% y 11.3% respectivamente. Donde Peralta et al. (2024) 

reportó un valor mayor de 13.63%, y difiere en mayor medida a lo reportado por 

Luo et al. (2019), Liyanage et al. (2022), Ogretmen et al. (2022) y Hahn et al.

(2024) con valores de 2.7%, 8.22%, 3.65% y 7.1%-7.3%. El porcentaje de
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humedad estaba dentro de los rangos aceptables del quitosano comercial del 11% 

(Torres et al., 2023). El porcentaje de contenido de humedad puede variar, 

dependiendo del manejo de los organismos en la acuicultura, ya sea en interiores 

o exteriores (luz solar), la estación climática y la humedad relativa. Además la 

variación del contenido de humedad, la heterogeneidad y el período de 

almacenamiento de las muestras de desechos de camarones pueden generar 

discrepancias en las características y la calidad del quitosano (Hosney et al.,

2022). Finalmente el pH encontrado en las muestras del exoesqueleto de 

camarón, quitosano UNPA y quitosano Sigma Aldrich® fueron de 8.88, 3.4 y 3.0 

respectivamente, siendo Ogretmen et al. (2022) los que exhiben un valor de 6.99, 

que se encuentra muy arriba de los valores comparados con este estudio. De 

manera similar, Paul et al. (2014) determinaron que el valor de pH del quitosano 

del camarón marino (Fenneropenaeus indicus H. Milne Edwards) era de 6.7. Los 

investigadores informaron que el valor de pH del quitosano del caparazón de 

Panaeus monodon Fabricius era de 8.5 (Puvvada et al. 2012) y 8.0 (Divya et al. 

2014). Esto puede explicarse por las diferencias en los métodos experimentales y 

las características del quitosano. Además, un quitosano con un pH<4, tiene una 

mejor interacción (Pacheco-Aguilar et al., 2019), y esto puede explicarse en 

función del efecto del pH sobre la protonación del quitosano, entre menor sea el 

valor del pH, mayor será el porcentaje de protonación de los grupos aminos del 

quitosano (Pastor de Abram e Higuera, 2004).

10.1.2. Rendimiento global de la muestra

El rendimiento determinado de quitosano en este estudio fue del 25.26%, el cual 

es mayor al reportado por Varun et al. (2017) quienes obtuvieron un rendimiento 

de 12.03%, así mismo, Al Hoqani et al. (2020) 4.71-4.94 % y Ogretmen et al.

(2022) que extrajeron quitosano de Parapenaeus longirostris Lucas, alcanzaron un 

18.82%. Por otro lado, es menor que lo informado por Ibrahim et al. (2019) 

quienes encontraron que el rendimiento del quitosano purificado fue de 29.4­

31.8%, y Liyanage et al. (2022) que obtuvieron quitosano de Litopenaeus 

vannamei Boone, cuyo rendimiento fue de 33.53%. Sin embargo existen muchos
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autores que reportan rendimientos más altos que este estudio como Abirami et al.

(2021) que afirmaron obtener un 45.2%, y Mittal et al. (2021) que extrajeron 

quitosano del camarón blanco del Pacífico (Litopenaeus vannamei Boone) 

teniendo un rendimiento de 73.11%. Estas diferencias en el rendimiento se deben 

generalmente a las diferentes especies de camarones utilizados y diferentes 

métodos de extracción (como diferentes proporciones de hidróxido de sodio y 

temperatura de desacetilación) utilizados en el proceso de desproteinización, 

desmineralización y desacetilación. Al mismo tiempo, esta desigualdad de 

rendimientos de quitosano, pueden estar asociadas con la efectividad en el 

proceso de eliminación de minerales y proteínas adheridas a ellos (Ibrahim et al. 

2019; Ogretmen et al., 2022).

10.1.3. Análisis colorimétrico

Los parámetros colorimétricos el espacio de color CIE 1976 L*a*b* (CIELAB), en 

este estudio mostraron para el exoesqueleto de camarón de L*72.9, a*13.2 y 

b*38.9, que indica un naranja suave. Para la muestra de quitosano UNPA, valores 

L*97.1, a*0.5 y b*3.5, que muestra un naranja grisáceo claro. Por otra parte, el 

quitosano Sigma Aldrich® obtuvo valores L*66.0, a*1.6 y b*11.9 con un tono medio 

claro de marrón. De esta manera, los valores de las muestras son comparables 

con el quitosano obtenido por Ogretmen et al. (2022) cuyos datos fueron de L* 

77.45, a* 0.29 y b* 8.55 que indica un tono blanco a amarillo blanco. El color del 

quitosano está asociado con el pigmento carotenoide astaxantina (Sánchez- 

Camargo et al., 2011), cuyos pigmentos se elimina con el uso de hipoclorito de 

sodio o peróxido de hidrógeno como agentes blanqueadores (Yeul y Sadhana, 

2013). Es destacable mencionar que la caracterización colorimétrica de los 

quitosanos obtenidos por diferentes autores no es reportada, lo que es imposible 

contrastar con otros estudios, sin embargo, para fines comerciales, se requiere 

que el color del quitosano sea lo más blanco posible. Por lo tanto, se utiliza un 

paso adicional de blanqueo para eliminar los pigmentos residuales y mejorar el 

color del quitosano (Hanh et al., 2020). Por lo cual, Romero-Serrano y Pereira 

(2020), señalan que el quitosano con mayor valor comercial es el de color beige,
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extraído de hongos como Arpegillus niger P. E. L. van Tieghem, seguido del 

quitosano de color blanco, obtenido del camarón. En este sentido, el grado 

desproteinización, desmineralización, porcentaje de humedad, pH y color, 

establecen su valor en el mercado.

10.1.4. Obtención de espectros infrarrojo por transformada de Fourier (FT- 

IR)

Los espectros FT-IR de la muestra de quitosano UNPA extraída mostró picos de la
f  4

vibración de estiramiento en la banda 3439 cm-1 perteneciente al grupo hidroxilo
A

(O-H) y 3258 cm-1 del grupo amida (N-H), los cuales se asemejan a lo reportado 

por Ogretmen et al. (2022) en el rango de 3422 a 3256 cm-1. Así mismo, Aldila et 

al. (2020) obtuvo un valor muy similar a nuestro estudio con bandas en 3450 a 

3260 cm-1. También Mittal et al. (2021) encontraron estas bandas en 3350 a 3280 

cm 1. Respecto a la banda de flexión del estiramiento de C-O, amida I en 1653 cm-1 

de quitosano UNPA, Ogretmen et al. (2022) reportaron en 1661 cm-1, la cual es 

cercana a nuestro análisis. De igual forma, Luo et al. (2019) reportaron en 1637 

cm-1, Abirami et al. (2021) en 1655 cm-1, y Mittal et al. (2021) con 1650 cm-1. En
r 1 rrelación a la banda 1553 cm-1 flexión de NH, amida II en quitosano UNPA, se 

comparó con Aldila et al. (2020), donde sus análisis mostró esta banda en el rango 

1556 cm 1, aunado a ello, Hisham et al. (2021) manifestaron en 1578 cm 1, Mittal et 

al. (2021) con 1560, Liyanage et al. (2022) a 1553 cm-1, y finalmente Ogretmen et
4

al. (2022) con un valor superior a 1619 cm-1. Es pertinente resaltar que la amida I y 

la amida II se conocen como las bandas características del quitosano (Ogretmen 

et al., 2022). Respecto a la banda de estiramiento de C-N, amida III de quitosano
r  4

UNPA se consiguió en 1378 cm-1, en un rango similar a Luo et al. (2019) con 1400
1 i cm-' y superior a lo reportado por Ogretmen et al. (2022) en 1153 cm-1 junto a

4 f

Mittal et al. (2021) con 1320 cm . Finalmente, el grupo Piranósico en quitosano

UNPA se localizó en la banda 1068 cm-1, donde Mittal et al. (2021) lo reportaron
1 1 en 1150 cm , y Ogretmen et al. (2022) en un rango menor a 895 cm

respectivamente.
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10.2. Caracterización Fusarium oxysporum Schltdl.

Con base en las características de la colonia en medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20) de la 

muestra colectada, su identificación correspondió a F. oxysporum, el agente 

causal del marchitamiento de chile soledad (C. annuum). Para esta caracterización 

los parámetros considerados fueron la forma del crecimiento micelial y color, a los 

10 días de incubación. El crecimiento del micelio fue de tipo aéreo algodonoso 

blanco en sus primeros días de crecimiento, lo que concuerda con el trabajo de 

Ferniah et al. (2014), quienes informaron esta coloración en las colonias de los 

aislados de F. oxysporum en chile (C. annuum) en Indonesia. Posteriormente a los 

10 días de incubación, el micelio se tornó de una coloración rosácea-morada, con 

morado oscuro y blanquecino al reverso de la colonia, que es comparable con lo 

obtenido con Tilahun et al. (2020) donde los aislados del chile mostraron colores 

de rosa claro, rosa y blanco cremoso. También a lo reportado por Endriyas et al.

(2020) quienes describen el crecimiento de micelio de color rosado y blanco en 

asilados provenientes de chile en Etiopía. Además que Leslie y Summerell (2006) 

reportan colonias con crecimiento de color morado, rosado, marrón y blancas en 

medio PDA en la superficie y reverso de la misma. Aunado a ello, el color 

diferencial presente en F. oxysporum se atribuye a las presencia de un pigmentos 

derivados de moléculas de carotenoides y policétidos que se producen como 

subproducto durante el crecimiento micelial y las actividades enzimáticas 

(Demissie et al., 2020). Además, el color del micelio es una característica que 

depende de las especies (Leslie y Summerell, 2006). Respecto a la 

caracterización morfológica, se verificó con ayuda de un microscopio óptico, donde 

se observó las estructuras vegetativas y reproductivas. Donde la cepa de F. 

oxysporum mostró hifas ramificadas hialinas, septadas, junto a fiálides cortas con 

crecimiento de conidios en cabezas falsas, características microscópicas similares 

a las reportadas por Leslie y Summerell (2006) y Nelson et al. (1983). Se reveló 

que el aislamiento produjo dos tipos de conidios: microconidios y macroconidios, 

siendo los microconios de forma ovalada con forma arriñonada o elipsoide que 

corresponde lo mencionado por Tilahun et al. (2024), con relación a los 

macroconidios, estos eran fusiformes rectos y septados, semejante a lo hallado
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por Campbell y Johnson (2013). Además, el aislado formó clamidosporas en 

formas simples y en pares en posiciones terminales o intercalares, lo que coincide 

con Tilahun et al. (2024), quienes encontraron que en aislados de plantas de 

pimiento (C. annuum) enfermas por F. oxysporum, las clamidosporas presentaban 

las mismas características. Finalmente, la identificación molecular se realizó a 

través del análisis de secuenciación del gen factor de elongación (EF1), lo que dio 

como resultado a la especie F. oxysporum. La implementación de este tipo de 

análisis para la identificación de esta especie, se ha realizado por Leyva-Mir et al.

(2018), Retana et al. (2018) y López-Bautista et al. (2020).

10.3. Caracterización Thichoderma harzianum  Rifai

Las características consideradas para la caracterización macroscópica de T. 

harzianum en medio PDA (pH = 5.6 ± 0.20), fueron la textura del micelio, el color, 

la presencia de anillos concéntricos, así como la tinción al reverso de la colonia, a 

los 10 días de incubación. El crecimiento del micelio fue de tipo algodonoso, con 

color blanquecino en sus primeros estadios, que conforme la ocurrió la 

maduración de la cepa, formó anillos concéntricos y micelio color verdoso, 

características que concuerdan con lo reportado por Jahan et al. (2013) y Acurio- 

Vásconez y España-Imbaquingo (2017). También características similares fueron 

reportadas por Mazrou et al. (2020) y Savín-Molina et al. (2021) quienes afirman 

que la especie de T. harzianum presenta un micelio algodonoso que varía entre 

blanco y verde, con 1 o 2 anillos concéntricos. En el reverso de la colonia presentó 

una coloración verde oscura con bordes blaquecinos o amarillentos, que se 

asemeja a lo reportado por Mazrou et al. (2020). La colonia presenta una 

coloración verde intenso, debido al aumento de la esporulación de conidios color 

verde que se distribuyen en todo el cultivo (Jahan et al., 2013; Mazrou et al.,

2020). En la descripción morfológica de la cepa de T. harzianum, se observó los 

patrones de ramificación de los conidióforos, presencia de fiálides, la forma y color 

de los conidios, como las clamidosporas. Es así que el asilado presentó 

conidióforos con diversas ramificaciones en forma piramidal, con ramificaciones 

largas en comparación al eje principal, que es comparable con lo reportado por
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Bissett (1984, 1991a, b). También existió la presencia de fiálides alargadas, 

solitarias en forma asimétrica, junto con verticilos terminales con conidios color 

verde en forma globosa, y clamidosporas marrones subglobosas, siendo una 

descripción que coincide con lo reportado por De Hoog et al. (2000) y Wantanabe 

(2002). En referencia a la tasa de desarrollo en los ensayos realizados después de 

5 días de incubación a 28 °C, mostraron un valor promedio de 14.37 ± 0.01 

mm/día, cuyo valor es menor a lo reportado por Miguel-Ferrer et al. (2021) que 

afirman que T. harzianum tuvo una tasa de 23.32 mm/día a 28 °C, así mismo, 

Morales-Mora et al. (2020) reportan una tasa de 40.08 mm/día a 27 °C. Esto es 

explicado por Fernández-Gamarra et al. (2017) que mencionan que el efecto de la 

temperatura sobre el crecimiento y desarrollo de cepas de Trichoderma depende 

de la especie y las características del aislamiento dentro de la misma especie, 

además, las especies de Trichoderma nativas de regiones geográficas frías 

poseían una temperatura de crecimiento óptima menor, en comparación con las 

especies de las regiones climáticas cálidas cuya temperatura óptima era mayor. 

Respecto a la reproducción de T. harzianum en caldo selectivo E de Trichoderma 

(TME), la cepa presentó crecimiento activo durante 30 días de incubación,
r 1 Dmostrando una concentración final de 1x10 esporas/mL, sin embargo, con 

relación la concentración de esporas resulta improbable realizar comparaciones 

con otros autores debido a la inexistencia de estudios similares, sin embargo, 

Siordia-Grave et al. (2007) mencionan que la producción de conidios de T. 

harzianum está relacionada con la cantidad de carbohidratos presente en el medio 

de cultivo. También cabe recalcar que los bioinoculantes comerciales formulados 

con T. harzianum, se encuentran en concentraciones de 1x109 esporas/mL 

(BIOJAL®), 1X108 esporas/mL (Spectrum Trico-Bio®) y 1x109 esporas/mL 

(Trichopower Max® de la Cuenca del Papaloapan), lo que demuestra que nuestro 

bioinóculo obtenido se encuentra dentro de los parámetros comerciales para 

inocular cultivos con importancia económica.
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10.4. Prueba de confrontación de cultivo dual in vitro

En cuanto a la prueba de confrontación in vitro entre la cepa de T. harzianum (Th) 

y F. oxysporum (Fo), se encontró que (Th) mostró un tipo de antagonismo de clase 

2 en la escala de Bell et al. (1982), que en comparación a lo expuesto por 

Martínez-Martínez et al. (2021) el nivel de antagonismo de T. harzianum frente a 

las cepas de Fusarium spp. fue de clase 1, indicando que encontraron un mejor 

efecto inhibitorio, comparado a nuestro estudio. Sin embargo, los estudios 

realizados por Martínez-Martínez et al. (2020) son comparables a los nuestros 

resultados, pues exponen que en cepas de F. oxysporum tuvo un nivel de 

antagonismo de clase 2. Con relación al día del primer contacto entre hifas (DPC), 

ocurrió en los días 7 y 8, que es semejante a los reportado por Rodríguez-García y 

Wang-Wong (2020), donde la cepa de T. harzianum y F. oxysporum tuvieron su 

DCP a los 5 y 8 días. En lo que respecta al porcentaje de inhibición (PI), se obtuvo 

un valor promedio de 75.93%, cuyos datos son mayores a lo reportado por Sahi y 

Khalid (2007), quienes informaron que T. harzianum tuvo en efecto inhibitorio del 

36% sobre F. oxysporum en pimiento dulce (C. annuum), también Rodríguez- 

García y Wang-Wong (2020) realizaron pruebas de inhibición de varias cepas de 

Trichoderma spp., donde la mayoría de los tratamientos lograron obtener un 

porcentaje de inhibición del crecimiento de F. oxysporum superior al 50%. Sin 

embargo, nuestro resultado se ubicó en un rango similar a lo mostrado por 

Endriyas et al. (2020) obtuvieron un PI del 77.3%. Finalmente, el micoparasitismo 

presentado en la cepa de nuestro estudio, ocurre a través de la 

colonización/penetración de conidios e hifas sobre las estructuras reproductivas 

del hongo fitopatógeno, cuya información es similar a lo reportado por Martínez- 

Martínez et al. (2020). Este proceso es explicado por Cheng et al. (2012) que 

reportaron que la eficacia de la mayoría de las especies de Trichoderma spp. 

(incluida T. harzianum) consiste en inhibir el crecimiento de las hifas de los hongos 

fitopatógenos al provocar vacuolización citosólica y lisis en las hifas, mientras 

que Kashyap et al. (2020) lo asocia a la inhibición de la esporulación de los 

hongos. Igualmente, es importante mencionar que la inhibición presentada en un 

estudio de cultivos duales es un indicador de la capacidad antagónica que
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presenta Trichoderma y puede visualizarse en una reducción del diámetro de la 

colonia del patógeno (Guigón-López et al., 2010).

10.5. Respuesta de crecimiento

Los resultados obtenidos mostraron que la aplicación de bioinoculantes en 

plántulas de chile soledad (C. annuum) de forma individual y combinada, como 

quitosano (Q) y T. harzianum+Quitosano (Th+Q), mostraron un aumento del 

diámetro del tallo a los 22, 29, 36 y 43 días después de la siembra (DDS). 

Respecto a la altura, número de hojas, área foliar y número de brotes axilares en 

plántulas bioinoculadas con quitosano (Q) presentaron los valores más altos a los 

15, 22, 29, 36 y 43 DDS. Con relación a ello, Dery et al. (2023) quienes evaluaron 

la aplicación de diferentes concentraciones de quitosano (2. 50 y 100 mg L )  en 

chile pimiento (C. annuum), con aplicación foliar y basal, encontraron que mejoró 

el diámetro del tallo, la altura y número de hojas, a las 6 semanas después de la 

siembra. Así mismo, Alvarez-Pinedo et al. (2018), evaluaron la aplicación de 

quitosano (QuitoMax®) en plántulas de pimiento (C. annuum), donde se apreció 

una mayor altura en comparación al testigo, exhibiendo el efecto bioestimulante 

del quitosano. Aunado a ello, Peña-Tovar et al. (2020), evaluaron 3 cepas de 

Trichoderma spp., y encontraron que la inoculación en plántulas de C. annuum de 

5 semanas después de la siembra, mostraron un incremento en la altura de la 

planta. Esto se explica debido a las propiedades del quitosano, que juega un papel 

como bioestimulante y promotor de crecimiento (Reyes-Perez et al., 2023). Así 

mismo aumenta la capacidad fotosintética de las plantas (Shahrajabian et al.,

2021) y la absorción de agua y nutrientes esenciales al mejorar la producción de 

antioxidantes para eliminar las especies reactivas de oxígeno (ROS) (Guan, 2009). 

También cabe mencionar que T. harzianum tiene la capacidad de promover el 

crecimiento de las plantas ajustando el equilibrio de hormonas y actuando como 

biofertilizante para promover la absorción de iones minerales y dióxido de carbono 

(Stewart y Hill, 2014 ; Marra et al., 2021) y que con el uso conjunto de quitosano 

mejora el metabolismo de frutos o plantas, propiciando la germinación y 

productividad de los cultivos (Schisler et al., 2004).
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10.6. Cuantificación de nutrientes

La presencia de nutrientes cuantificados a los 44 días después de la siembra 

(DDS) en savia de peciolos y tallos de chile soledad (C. annuum) refirió que la
r 1 1conductividad eléctrica (^s cm-'), el contenido de Potasio (mg L )  y nitratos (mg L- 

1) en Testigo (T) fue mayor con 389.6 ± 26.88 ^s cm-1, 122.8 ± 7.47 mg L-1 y 102 ±
1 r  r  r7.2 mg L en comparación a los demás tratamientos. En relación al contenido de

A
Fosfato (mg L )  los valores más altos fueron en el tratamiento con Quitosano (Q) 

1460 ± 37.41 mg L-1 y T. harzianum + Quitosano (Th+Q) 1348 ± 33.22 mg L-1. No 

obstante, es difícil realizar comparaciones con otros autores debido a la 

inexistencia de estudios similares. Sin embargo, para el caso de (T), los valores
r ^ 1 1 1más altos de conductividad eléctrica (^s c m) ,  Potasio (mg L )  y nitratos (mg L ) ,  

se explican porque ocurren notables interacciones entre el suelo, el agua y los 

fertilizantes, que propician que existan grandes diferencias en la concentración de 

nutrientes en savia, y dentro de estas interacciones, el volumen de riego es uno de 

los factores que más influyen en estas interacciones, ya que está más relacionado 

con la movilización de elementos, que con un aporte externo de fertilizantes
r 4

(Frutos et al., 2009). Respecto a la conductividad eléctrica (^s cm ) en savia, es 

un parámetro que mide la cantidad de sales disueltas, por ello, cuanto mayor es la 

concentración de sales disueltas, mayor es la conductividad eléctrica (González- 

Vargas, 2024). Además, el rango normal para la totalidad de las especies 

agrícolas y forestales, fluctúa entre 2,5 a 5 sS/cm, que se traduce en una correcta 

composición mineral nutricional (Rodas-Pinochet, 2020). En cuanto a la 

disponibilidad de potasio en savia, AGRAN (2024), menciona que el Potasio (K+)
'y, ,

compite directamente con la concentración de calcio (Ca2 ), Sodio (Na ) o 

Magnesio (Mg2 ), por lo que un exceso de esta nutriente afecta negativamente a la
A

asimilación del resto. Con relación al contenido de nitratos (mg L )  en savia, este 

representa aquella parte que todavía no ha sido transformada en compuestos 

orgánicos de la planta y en términos generales un bajo contenido de Nitrógeno (N) 

en el pecíolo es un indicador de una baja disponibilidad de (N) en el suelo. Aunque 

el contenido de nitratos en savia es un indicador muy sensible que está 

influenciado por una serie de factores que incluyen la edad de la planta, la
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posición de la hoja, las condiciones climáticas previas al muestreo, las 

interferencias iónicas, las prácticas de abonado y la forma en la que el (N) se 

encuentra en la zona radicular (Rodrigo-Hernández, 2005). En lo que respecta al
a

contenido de Fosfato (mg L ) ,  en el tratamiento (Th+Q) y (Q) fue mayor, y esto 

puede explicarse por la capacidad de Trichoderma para solubilizar y aumentar la 

disponibilidad de nutrientes y micronutrientes entre ellos los fosfatos, y otros como 

el hierro, el manganeso y el magnesio (Guzmán-Guzmán et al., 2019). Por otro 

lado, el quitosano presenta propiedades de quelación, intercambio iónico y 

adsorción de iones (Cartaya et al., 2009) que pudieran también explicar la mayor 

acumulación de minerales cuando se dispone de mayor cantidad cerca del área 

radicular. Finalmente, los valores de pH fueron muy similares en todos los 

tratamientos en un rango de 5.34-5.50, que es comparable a lo referido por 

González-Vargas (2024) donde cita que la existencia de un pH muy bajo, provoca 

un desequilibrio de cationes, por lo que un pH óptimo en plantas cultivadas se 

encuentra en un rango de 5.5-6.

10.7. Efecto antagónico de los bioinoculantes en plántulas

En este estudio se encontró que F. oxysporum es un agente causal del 

marchitamiento de chile soledad (C. annuum), el cual ocasionó síntomas como 

necrosis en la base de los tallos, amarillamiento de hojas y marchitamiento de las 

mismas, cuyos síntomas son comparables con lo reportado por Gabrekiristos y 

Demiyo (2020). De la misma forma Tilahun et al. (2024), afirmaron que las plantas 

de chile infectadas con F. oxysporum presentaban marchitez, decoloración 

vascular y plantas muertas. En relación con el porcentaje de incidencia de la 

enfermedad (IE) y severidad (PSE), a los 45 días después de la inoculación (DDI) 

se encontró diferencias entre tratamientos, siendo Testigo (T) el que presentó la 

marchitez más severa, ya que alcanzó un valor de IE 93.33% - PSE 90.37%, en 

cuanto Quitosano (Q) alcanzó un valor de IE 26.66% - PSE 20%, T. harzianum 

(Th) IE 33.33%-PSE 25.92, y la combinación de T. harzianum y Quitosano (Th+Q) 

IE 13.33% - PSE 8.14%, siendo este último el que demostró mayor antagonismo. 

El resultado obtenido en el tratamiento (T), es parecido a lo reportado por Sánchez
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et al. (2004), donde evaluaron el IE y PSE, en varias cepas de F. oxysporum 

aisladas de chile (C. annuum), encontrando valores IE en un rango de 34-100%, y 

un PSE de 8-100% en condiciones de invernadero. Es importante mencionar que 

hacer comparaciones con otros autores puede diferir, pues como mencionan 

Assefa et al. (2015) que la incidencia y la gravedad de la enfermedad varían de 

una ubicación a otra. Así mismo, Joshi et al. (2012), atribuyen que la enfermedad 

del marchitamiento está influenciada por condiciones ambientales como la 

temperatura, la humedad y el tipo de suelo que influyen en el crecimiento y 

desarrollo de las poblaciones microbianas del mismo. En relación a la capacidad 

antagónica de la combinación de (Th+Q), está influenciada por la capacidad que 

tienen las especies de Trichoderma en colonizar la superficie de la raíz (corteza de 

la raíz y la epidermis), siendo esta relación simbiótica la que protege eficazmente 

a la planta de los fitopatógenos (Mukherjee et al., 2018 ; Galletti et al., 

2020 ). También utiliza otros mecanismos como el micoparasitismo, la 

competencia por nutrientes y la antibiosis, que son los principales modos de 

acción de la actividad de biocontrol de Trichoderma (Zhang et al., 2021). Aunado a 

ello, las plantas tratadas con quitosano pueden inducir respuestas de defensa, 

incluido el ensamblaje de fitoalexinas, proteínas relacionadas con la patogénesis 

(quitinasa y p-glucanasa) e inhibidores de proteinasas (Pichyangkura y 

Chadchawan, 2015).
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11. CONCLUSIONES

El quitosano UNPA proveniente del exoesqueleto de camarón (Penaeus sp.) y 

obtenido por hidrólisis química, mostró parámetros de calidad aceptables que 

incluyen porcentaje de desproteinización, porcentaje de desmineralización, 

porcentaje de humedad, pH y color, comparado con el quitosano Sigma Aldrich®.

La competencia dual in vitro de T. harzianum sobre F. oxysporum mostró un 

amplio control de inhibición a través del micoparasitismo del hongo fitopatógeno 

causante de la marchitez en chile soledad.

La inoculación combinada de Trichoderma harzianum + Quitosano UNPA mejoró 

los parámetros de crecimiento como: altura, diámetro, área foliar y número de 

hojas en plántulas de chile soledad (C. annuum).

La evaluación del antagonismo de los bioinoculantes aplicados en plántulas de 

chile soledad (C. annuum) en condiciones de campo, mostró que la combinación 

de T. harzianum + Quitosano UNPA, presentó la mayor protección en las plántulas 

disminuyendo la incidencia y severidad del cultivo. Por lo cual, la combinación de 

ambos ejerce un control positivo que favorece el combate de esta enfermedad 

causante de la marchitez.
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13. ANEXOS

Figura 24. Tratamiento de la muestra. (A) Lavado de exoesqueleto de camarón; (B) secado; 

(C) triturado; (D) doble molienda; y (D) tamizado a tamaño de partícula de 250 jum.

Figura 25. Obtención de quitosano UNPA. (A) Desproteinización (NaOH 0.4M/1h/25°C); (B) 
desmoralización (HCl 0.6N/3h/25°C); (C) desacetilación (NaOH 0.4M/1h/25°C); (D) 

despigmentación (doble blanqueado con NaClO al 38%/20 min/T °amb.); (E) lavado hasta la 

neutralidad; y (F) muestra final obtenida de quitosano.
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Figura 26. Caracterización fisicoquímica del quitosano UNPA. (A) Determinación de % 

minerales; (B) % proteínas; (C) % de humedad; (D) análisis de color; (E) pH; y (F) obtención 

de espectros infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).

Figura 27. Aislamiento y caracterización de Fusarium Oxysporum.

Figura 28. Reproducción y caracterización de Trichoderma harzianum. (A) Medio sólido; y 

(B) medio líquido. (C) Confrontación dual in vitro de Th con Fo.
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Figura 29. Obtención de plántulas de chile soledad (Capsicum annuum). (A)Siembra de 

semillas;(B) medición de parámetros morfológicos; (C) plántulas a los 42 días después de la 

siembra (DDS).

Figura 30. Cuantificación de nutrientes en plántulas de chile soledad (Capsicum annuum). 

(A) Colecta de la muestra; (B) extracción de savia en peciolos y tallos; y (C) medición en
®instrumentos HANNA Checker y ionometros LAQUAtwin.

Figura 31. Efecto antagónico de los bioinoculantes en plántulas (Capsicum annuum). (A) 
Plántulas en contenedores de poliuretano de 8 oz.; (B) incidencia y severidad presente en 

plántulas.

116



FERTIIIOAO DE SUCIOS S. DE R l.
Poniente 6 No. 200, Ciudad Industriad Cclaya, Gto. C.P. 38010 

w w w  fertilab.com mx

Lab ora to rio  de  D iagnós tico  Fitovan itario

FOUFf ¿I Hrv.01
j v j y  IOJS

ema

INFORME DE RESULTADOS DE ENSAYOS Folio: SE-1594

FECHAS DE INGRESO Y LIBERACIÓN
Fecha de muestreo: 2024-07-09 
Fecha de recepción: 2024-07-10

Fecha de ejecución: 2024-07-10 
Fecha de emisión: 2024-07-30

Fecha de entrega: 2024-07-30

INFORMACIÓN DEL CUENTE INFORMACION DE LA MUESTRA
Cliente/productor: JOÑAS MANUEL JIMENEZ RODRIGUEZ
Dirección: No proporcionó
Teléfono: No proporcionó
Rancho o Empresa: San Benito El Encinal

Municipio: Loma Bonita 
Estado: Oaxaca

Tipo de muestra: Cepa pura 
Cultivo: Ninguno 
Variedad: Na
Cantidad recibida: 2 cepas 
Predio /  Lote: No proporcionó 
Identificación: Cepa fu sarl

Condiciones de recepción:

RESULTADOS
. . Detecoán e identtficacMbo de hongos de Importancia agrícola en productos y subproductos de ongen vegetal y cepas fu ngicn  

mediante técnicas moleculares <PCR y sus vanantes). M E T -F P -li

Nom bre Diagnóstico
Fusorlum oxysporum Positivo

Comentario: Para la amplificación (PCR ponto final) se emplearon los oligos universales para hongos EF1-728F y EF1- 

986R. La identificación molecular se realizó mediante el ánalisis de la se cu en da ció n" del gen factor de elongación (EF1).
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Figura 32. Resultado del análisis molecular de la cepa (Fusarium oxysporum).
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