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RESUMEN
En la agricultura, una limitante importante son las plagas y enfermedades, entre

estas Ultimas las ocasionadas por hongos fitopatdgenos son las mas relevantes, en
donde Fusarium spp. genera importantes pérdidas de hasta 20-40% de produccion.
El control de Fusarium spp ha sido dificil debido a su capacidad para persistir en el
suelo y su progreso en los tejidos vasculares. Existen varias opciones de manejo
para Fusarium spp que van desde el control cultural modificando las practicas
agricolas generando un entorno desfavorable para el patégeno, el control biolégico
mediante el uso de microorganismos antagonistas y el control quimico, sin embargo,
estos métodos han perdido eficacia, ademas el uso indiscriminado de productos
guimicos afecta severamente el agroecosistema y la salud humana, por lo que se
ha visto en la necesidad de desarrollar métodos alternativos para el manejo de
Fusarium spp. Actualmente, la investigacion se ha centrado en comprender los
mecanismos de defensa natural de las plantas, siendo uno de los enfoques mas
prometedores el uso del DNA extracelular (eDNA), ademas de diversos estudios
sobre el efecto inhibidor del eDNA fragmentado propio y especifico de cada especie
enfocado a microorganismos fitopatdgenos, fundamentdndose en que la respuesta
de un organismo depende de la deteccion de “peligro” o patrones moleculares
asociados al dafio (DAMP). Por lo anterior, el desarrollo del presente trabajo se
enfocd en evaluar este fendmeno de inhibicion usando eDNA propio de Fusarium
spp en suelo como una alternativa mas amigable con el medio ambiente, por medio
de aplicaciones de diferentes concentraciones (0, 50 y 500 pug/mL) y diferentes
tiempos de aplicacion (1 hora después de inocular el hongo y hasta 2 dias después
de la inoculacién) del eDNA fragmentado en suelo inoculado con Fusairum spp.,
ademas se realiz6 un ensayo en plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.) con
las mejores concentraciones. En donde la dosis de 500 pg/mL presentd mejores
resultados disminuyendo el crecimiento del patdbgeno en placa, observando que la
aplicacién mas efectiva fue la realizada dos dias después de que se inoculé el suelo
con Fusarium spp., asimismo, la respuesta de las plantulas de tomate a tratamientos
con el patdgeno y el eDNA disminuy0 significativamente su severidad de dafio.

Palabras clave: eDNA, DAMP, control biolégico, Fusarium spp.



SUMMARY
In agriculture, an important limitation is pests and diseases, among the diseases

caused by phytopathogenic fungi are the most relevant, where Fusarium spp.
generates significant losses of up to 20-40% of production. Control of Fusarium spp.
has been difficult due to its ability to persist in the soil and its progress within vascular
tissues. Several management options have been used for Fusarium spp, since
cultural control by modifying agricultural practices to generate an unfavorable
environment for the pathogen, biological control through the use of antagonistic
microorganisms and chemical control, however, these methods have lost
effectiveness, in addition the indiscriminate use of chemical products severely
affects the agroecosystem, as well as human health, for these reasons it has been
necessary to develop alternative methods for the management of Fusarium spp.
Currently, research has focused on understanding the natural defense mechanisms
of plants, one of the most promising approaches being the use of extracellular DNA
(eDNA), in addition to various studies of the inhibitory effect of fragmented self eDNA
and specific of each species focused on phytopathogenic microorganisms, based on
the fact that the response of an organism depends on the detection of “danger” or
damaged-associated molecular patterns (DAMP). Therefore, the development of
this work focused on evaluating this inhibition phenomenon using eDNA from
Fusarium spp in soil as an alternative friendlier to the environment, through
applications of different concentrations (0, 50 y 500 pg/mL) and different application
times (1 hour after inoculating the fungus and up to 2 days after inoculation) of the
fragmented eDNA in soil inoculated with Fusarium spp., in addition, an assay was
carried out on tomato plants (Solanum licopersicum L.) with the best concentrations.
Where the doses of 500 ug/mL presented better results, reducing the growth of the
pathogen in plague, observing that the most effective application was the one carried
out two days after the soil was inoculated with Fusarium spp., likewise, the response
of the tomato plants to treatments with the pathogen and the eDNA significantly
decreased its severity of damage.

Key words: eDNA, DAMP, biological control, Fusarium spp.
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1 INTRODUCCION

En la agricultura, uno de los aspectos importantes es el manejo de plagas y
enfermedades, debido a que éstas son una amenaza para la seguridad alimentaria,
siendo las responsables de las pérdidas de 20 a 40% de la produccién mundial de
alimentos (Tovar-Castafo, 2008; FAO, 2017).

Dentro de las enfermedades en la produccion agricola, las ocasionadas por hongos
fitopatdgenos son de las mas importantes (Kenneth et al., 2018). De acuerdo con
estimaciones de la FAO, la agricultura mundial pierde cada afio el 12% de su
produccioén por dafios causados por hongos fitopatégenos, mas que por cualquier
otro patégeno (Martinez-Bolafios, 2012). Entre los géneros fitopatbgenos, uno de
las mas relevantes es Fusarium spp., el cual esta presente en muchos cultivos
horticolas causantes de una gran cantidad de enfermedades en los cultivos,

generando importantes pérdidas econdémicas (Villa-Martinez et al., 2014).

Fusarium spp. es un patdégeno facultativo con alta capacidad de sobrevivir en
materia organica por largos periodos debido a sus estructuras de resistencia
denominadas clamidosporas (Kenneth et al., 2018). Son ascomicetos filamentosos
y cosmopolitas, tienen un micelio bien desarrollado, septado y conidiéforos
caracteristicos, son considerados principalmente como hongos de campo, ya que
causan un sinnumero de enfermedades en cultivos. Sus dafios desencadenan en el
hospedante una serie de afecciones generalmente de caracter irreversible,

originando pérdidas econdémicas considerables (Villa-Martinez et al., 2014).

Dentro de este género se encuentra Fusarium oxysporum, considerado como uno
de los fitopatdbgenos mas importantes transmitidos en el suelo, éste ha sido objeto
de diversos estudios debido a que produce severas enfermedades como la
podredumbre por proliferacion fungica sobre los sistemas radiculares de las plantas
ocasionando su marchitez en alrededor de 120 plantas de interés comercial para el
hombre, ademas de reducir hasta un 60 % el rendimiento de cultivos horticolas y

ornamentales (Aguilar-Gastelum, 2016; Dinolfo et al., 2017).



El estudio de Fusarium oxysporum ha sido tal que hoy en dia es reconocida como
un complejo de especies debido a su alto nivel de diversidad filogenética y funcional,
la evidencia de dicha diversidad radica en su impresionante gama de plantas
hospedantes que incluye tanto dicotiledéneas como monocotiledéneas (Lecomte et
al., 2016; Edel-Hermann & Lecomte 2019), ademas, de acuerdo con Gordon (2017),
Fusarium oxysporum ha sido identificado en suelos nativos de muchas partes del
mundo, recuperandose aislamientos de éste en raices de plantas y materia organica

muerta.

El control de Fusarium spp ha sido dificil debido a su capacidad para persistir en el
suelo por muchos afios mediante sus estructuras de reposo (clamidiosporas) y
debido a su progreso dentro de los tejidos vasculares (Mejdoub-Trabelsi et al.,
2019). Por otro lado, se han utilizado varias opciones de manejo como el control
cultural que incluye la modificacion de las practicas agricolas para generar un
entorno desfavorable para el patdgeno, el control bioldgico mediante el uso de
microorganismos antagonistas y el control quimico que consiste en el uso de
moléculas quimicas como benzimidazoles, carbendazim, entre otros (Ajilogba et al.,
2013; Wanjohi et al., 2018; Arie, 2019).

Algunas otras opciones que se pueden definir como control genético mediante el
uso de variedades genéticamente modificadas, ha sido de lo mas actual que se ha
realizado para el manejo de dicho patégeno, en conjunto con actividades como el
uso de injertos resistentes al ataque. Sin embargo, estos métodos han sido
insuficientes debido a la naturaleza del suelo, la resistencia a los fungicidas
desarrollada por los patdgenos y la aparicion de nuevas especies (Aguilar-
Gastélum, 2016; Rampersad, 2020). Es importante resaltar la resistencia a los
fungicidas, la cual se refiere a una reduccion adquirida o hereditaria de la
sensibilidad de un hongo a una sustancia activa antifungica especifica, debido a
que, en los ultimos afnos, se han notificado cada vez mas en todo el mundo varios
casos de resistencia a fungicidas en hongos fitopatégenos (Carmona et al., 2020),

siendo Fusarium spp. uno de los agentes fitopatbgenos que desde 1998 se ha



reportado mostrar resistencias a las moléculas quimicas utilizadas para su control
(Han et al., 2021).

Ademas, cabe mencionar que el uso de moléculas quimicas como los fungicidas
afectan severamente el agroecosistema al ser compuestos quimicos cuya
residualidad persiste en los suelos y pueden migrar a aguas superficiales y
subterrdneas, asi como afectar a la salud humana (Wightwick et al., 2010; Delgado-
Morato, 2019). De acuerdo con el Consejo Nacional de Investigacion en Agricultura
de Estados Unidos, estos productos constituyen el 60% de los pesticidas usados en
la produccion de alimentos con riesgos oncogénicos por lo que su uso debe ser
restringido (Rodriguez-Ruvalcaba, 2002). Cabe mencionar que el uso de fungicidas
afecta negativamente otros microorganismos benéficos del suelo, afectan la salud
humana y también contaminan el medio ambiente (Ajilogba et al., 2013).

La creciente preocupacion por los riesgos asociados con los productos quimicos, la
alta frecuencia de su uso, la pérdida de eficacia debido al desarrollo de resistencia,
la capacidad de los fitopatdgenos de ser viables durante muchos afios, asi como el
riesgo a la salud humana, han llevado a la necesidad de desarrollar sustitutos no
quimicos o métodos alternativos para el manejo de Fusarium spp. con enfoques

ambientalmente amigables (Bawa 2016; Salah et al., 2019).

En los dltimos afios, la investigacion se ha centrado en comprender los mecanismos
de defensa natural de las plantas con el fin de desarrollar nuevos tratamientos de
agricultura natural para hacer frente a las plagas y enfermedades, siendo uno de los
enfoques mas prometedores el uso del DNA extracelular (eDNA), el cual tiene
multiples roles en el metabolismo de las plantas (Carbajal-Valenzuela et al., 2021),
como los estudios recientes que han encontrado que el eDNA propio fragmentado
(<700 pb) desencadena respuestas tempranas de defensa en plantas (Vega-Mufioz
et al., 2020).

La activacion de las respuestas de las plantas requiere la percepcion de moléculas
del patégeno y de la planta que desencadenan respuestas de resistencia a través
de diversos sistemas moleculares (Mélida et al., 2020), dicha percepcién ocurre

durante el estrés celular o dafio mecanico ocasionado por el ataque de patdégenos,
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en donde los compuestos enddgenos dependientes de la concentracién, activan las
respuestas locales y sistematicas relacionadas con la inmunidad innata de la planta
(Meents & Mithofer, 2020; Pontiggia et al.,, 2020). En las plantas, esta bien
establecido que el DNA no propio (con menor relacion filogenética) de origen
bacteriano, desencadena respuestas inmunoldgicas con la formacién de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y deposicion de calosa (Monticolo et al., 2020).

Sin embargo, el consumo de energia por parte de las plantas en las respuestas
inmunes afecta el crecimiento de las mismas, debido a que utilizan sus recursos
para defenderse de la enfermedad (Serrano-Jamaica et al., 2021). Por otro lado,
diversas investigaciones se han enfocado en el estudio del efecto inhibidor del DNA
extracelular fragmentado propio y especifico de cada especie como bacterias,
hongos, algas, plantas, entre otros, cabe mencionar que dicha respuesta es
dependiente de la concentracidon (Mazzoleni et al.,, 2015). Estos hallazgos se
fundamentan en que la respuesta de un organismo depende de la deteccion del
“peligro” o patrones moleculares asociados al dafio (DAMP), debido a que durante
la lesion celular diversas macromoléculas fragmentadas se liberan al medio
extracelular, siendo potencialmente percibidas por células intactas del mismo
organismo como DAMP, sugiriendo que esta sefial de dafio puede ser un factor de
estrés que indique un medio no apto para su sobrevivencia (Duran-Flores & Heil,
2018; Ferrusquia-Jiménez et al., 2020; Barbero et al., 2021).

Investigaciones previas han descrito que el eDNA propio de cada especie funciona
como un DAMP, debido a que han suprimido el crecimiento y desarrollo de varios
organismos, sugiriendo que dicha molécula es una sefial de estrés indicando un
entorno inadecuado para su supervivencia (Mazoleni et al.,, 2015; Ferrusquia-
Jiménez et al., 2020). Estas investigaciones argumentan que este mecanismo de
inhibicion, al facilitar la coexistencia, representa un mecanismo de mantenimiento
de la diversidad, generando con estas observaciones importantes reflexiones en los

aspectos ecoldgicos, fisiologicos y moleculares (Veresoglou et al., 2015).

Para explicar la accion del eDNA, se han propuesto dos mecanismos, la presencia

de receptores de reconocimiento de patrones localizados en la membrana



plasmatica (PRR) capaces de desencadenar una cascada de transduccién de
sefales o la posibilidad de que pueda entrar de alguna manera al citosol e interferir

en los procesos biolégicos (Barbero et al., 2021; Barghahn et al., 2021).

A partir de estas observaciones, Ferrusquia-Jiménez (2020) reportdé que el eDNA
fragmentado propio de Fusarium spp. en medio de cultivo liquido suprime la
germinacion de las esporas a concentraciones de 500 ppm. Por lo tanto, la incognita
cientifica en esta investigacion consiste en determinar si el eDNA propio funciona
como DAMP y en consecuencia puede incidir en el desarrollo o crecimiento de
Fusarium spp. en suelo, sin embargo, en el suelo al ser una matriz mas dinamica
debido a sus propiedades fisicas como la temperatura, tipo de suelo, textura, asi
como sus propiedades quimicas como el pH, concentracion de salinidad, materia
organica, ademas de la diversidad de microorganismos que estan presentes, por lo

gue debemos de considerar algunas otras variables.

Hasta ahora se sabe que el eDNA en el suelo puede llegar a persistir de semanas
hasta afios, esto depende de varios factores ambientales y biolégicos, como las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo (Carini et al., 2016), siendo considerado el
eDNA en el suelo como una fuente de nutrientes para los microorganismos
presentes en éste, ya que puede proporcionar hasta un 4% de carbono, 7% de
nitrégeno y 47% de fosforo (Ibafiez de Aldeoca et al., 2017; Vuillemin et al., 2017).

2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Acido desoxirribonucleico (DNA)

El acido desoxirribonucléico (DNA) es una macromolécula polimérica y es el
material genético predominante en el mundo viviente. El descubrimiento de que el
DNA es la molécula que lleva toda la informacion hereditaria dentro de los
cromosomas, inmediatamente se centro la atencion en su estructura (Travers y
Muskhelichvili, 2015).



Hace poco mas de 60 afios, Watson y Crick publicaron su articulo sobre la estructura
del DNA, en él, enfatizaron dos caracteristicas principales de la molécula: la
complementariedad de las secuencias de bases en las dos cadenas y la naturaleza

de doble hélice del polimero (Travers y Muskhelichvili, 2015).

La molécula de DNA esta formada por dos cadenas complementarias de nucleotidos
que se enrollan entre si formando una doble hélice que se mantiene unida por
enlaces de hidrogeno entre bases complementarias (Figura 1). Los cuatro
nucleétidos que forman el DNA contienen las bases adenina (A), guanina (G),
citosina (C) y timina (T) (Alnaji, 2018) (Tabla 1).
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Figura 1.- Estructura del DNA (Modificada de Alnaji, 2018).

La estructura del DNA es muy estable y se debe a la regla del “par de bases”; donde
las dos hebras almacenan realmente la misma informacion biolégica, pero corriendo

en direcciones opuestas (“antiparalelo”) (Spencer, 2020).



Tabla 1.- Clasificacion de las bases nitrogenadas y su estructura quimica.

Base nitrogenada Tipo Estructura quimica
Adenina (A) Purinas NH. o)
7 NH
Guanina (G) <Nf\/) </ | /)\
H N A N
(A) (G)
Timina (T) Pirimidinas 0O NH,
| NH | ~N
Citosina (C
(©) NAO N/&o
H H
(M) (©)

2.2 DNA extracelular (eDNA)

El acido desoxirribunocléico extracelular (eDNA) son moléculas de DNA de cadena
sencilla o doble, que se encuentran circulando fuera de las células (Martinez-
Esquerro, 2007).

Las moléculas de DNA no se encuentran exclusivamente dentro de las células,
también estd presente en el medio extracelular. EL eDNA se conoce desde hace
mucho tiempo como una de las moléculas mas abundantes en matrices biol6gicas

viscosas formadas por diferentes microorganismos (Ibafiez de Aldecoa et al., 2017).

Ademas, el eDNA se ha encontrado en la matriz extracelular de comunidades
multicelulares como las biopeliculas formadas por bacterias, arqueas y hongos
(Ibafiez de Aldecoa et al., 2017).



EL DNA puede migrar del interior de la célula al espacio extracelular principalmente
durante la muerte celular, ya sea por apoptosis o necrosis (Pisetsky, 2012). La
molécula de DNA no puede atravesar la membrana celular de forma pasiva debido
a su complejidad, por lo que, para su liberacion al medio extracelular, debe existir
un mecanismo que facilite el paso a través de la membrana. Las formas mediante
las cuales el DNA puede alcanzar el medio extracelular son, principalmente, la lisis

celular o bien el transporte activo (Lamprecht-Grandio, 2012).

El eDNA puede originarse en parte por la lisis de células microbianas por fagos
liticos 0 necrosis (Ibafiez de Aldecoa et al., 2017), durante el proceso de lisis las
interacciones entre las moléculas que conforman la pared, la membrana celular y
nuclear se modifican o destruyen permitiendo que los acidos nucleicos se liberen
(Taberlet et al., 2012).

Mientras que el transporte activo se refiere al transporte de una sustancia en contra
de su gradiente electroquimico por lo que requiere del aporte de energia del ATP,
al ser un movimiento no espontaneo requiere de energia aportada por la hidrolisis

de ATP o algun otro nucleotido de alta energia (Rigalli, 2017).

Por otro lado, la mayoria de los mecanismos conocidos de liberacion de eDNA en
bacterias estan regulados por la deteccion de sefiales de quérum sensing (QS)
presentes en la célula; siendo un sistema de comunicacion dependiente de la
densidad celular que regula los comportamientos cooperativos (Lamprecht-Grandio,
2012) (Figura 2).
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Figura 2.- Sistema de Quérum sensing (QS) en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
(Modificada de Sankar y Ravishankar, 2018).

Debido a que la presencia de eDNA esta muy extendida en entornos como
ecosistemas marinos, sedimentos, suelos y biopeliculas, su importancia en el
estudio de dicho fendbmeno ha incrementado para elucidar su papel en el
mantenimiento de los ecosistemas y en la evolucion (Ibafiez de Aldeoca et al.,
2017).

Muchas investigaciones se han llevado a cabo con el eDNA en diferentes entornos
naturales como su persistencia y relevancia ecolégica en suelo (Nagler et al., 2018).
El eDNA puede representar una fraccion relevante del DNA total presente en el
suelo y por lo tanto una porcion significativa de todo el metagenoma del suelo
(Pietramellara et al., 2009). Representa mas del 10 % del fosforo extraible en el
suelo y contiene elementos esenciales como nitrégeno y carbono, por lo que el
eDNA puede actuar como fuente de nutrientes y energia, especialmente en suelos
con bajo aporte de nutrientes (Nagler et al., 2018).

De acuerdo con lbafiez de Aldeoca et al. (2017) el eDNA representa el 4% de
carbono, 7% de nitrogeno y 47% de fosfato por procariota al dia en los sedimentos
y suelos los cuales reflejan su importancia como fuente de materia organica para

las comunidades microbianas.



Recientemente se ha enfocado mas la atencion en el papel del eDNA en la
formacion de biopeliculas bacterianas en el suelo y ante la posibilidad de que pueda

ser transportado por el agua a traveés del perfil del suelo (Pietramellara et al., 2009).

Ademas, se asume que el eDNA actia como un inhibidor del crecimiento especie-
especifico (Nagler et al., 2018). De acuerdo con Mazzoleni et al. (2015), existe
evidencia significativa de que el eDNA fragmentado tiene un efecto inhibidor
especifico de la especie sobre el crecimiento de las plantas y que éste depende de
la concentracion en que es aplicado, por lo que dichos hallazgos sugieren un papel
funcional del eDNA en interacciones intra e interespecificas de las plantas a nivel

de ecosistema.

2.3 eDNA en suelo

A diferencia del DNA intracelular, que se refiere al ubicado dentro de las membranas
celulares, el DNA extracelular (eDNA) que esta ubicado fuera de las mismas, puede
ser encontrado en cualquier tipo de muestras ambientales (Nagler et al., 2018),
siendo un componente importante del medio extracelular de comunidades
multicelulares como las biopeliculas formadas por bacterias, arqueas y hongos
(Ibafiez de Aldeoca et al., 2017). EI DNA total del suelo incluye tanto el DNA
intracelular como el extracelular, siendo éste Ultimo originado a partir de
mecanismos activos o pasivos, asi como por lisis celular, representando una
fraccidn relevante del DNA total y por lo tanto una porcion significativa de todo el

metagenoma del suelo (Pietramellara et al., 2009).

El DNA es un componente principal de carbono derivado de comunidades
microbianas, ya que se ha informado que representa del 2-10% de la biomasa
bacteriana y hasta un 60 % de biopeliculas de sustancias poliméricas extracelulares
(Morrissey et al., 2015). Las comunidades microbianas juegan un papel critico en la
biogeoquimica terrestre y el mantenimiento de la fertilidad del suelo (Carini et al.,

2016). Por lo que la liberacion del eDNA en el medio ambiente podria ser un
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componente importante de materia organica y una fuente de nutrientes para los

microorganismos (Morrissey et al., 2015).

Los estudios realizados sobre la relevancia ecoldgica del eDNA en el suelo se han
preocupado en la transferencia de genes a través de la transformacion e interaccion
entre moléculas de eDNA con la superficie reactiva de arcilla, sustancias humicas y
particulas de arena. Recientemente se ha dirigido la atencion al papel del eDNA en
la formacién de biopeliculas bacterianas en el suelo y ante la posibilidad de que
pueda ser transportado por agua a través del perfil del suelo (Pietramellara et al.,
2009).

Las biopeliculas son agregados de microorganismos conectados por una sustancia
polimérica extracelular (EPS), el cual se exporta desde el espacio intracelular para
formar una matriz polimérica extracelular compuesto principalmente de
biopolimeros que incluyen polisacéaridos, proteinas, metabolitos y DNA extracelular,
formando hasta el 80% de la masa seca de una biopelicula del suelo (Das et al.,
2013; Redmile-Gordon et al., 2014)

Las biopeliculas adhieren las bacterias a las superficies dentro de una estructura
tridimensional que protege a la bacteria contra antibiéticos y estrés abiotico (Sena-
Vélez et al., 2016).

De acuerdo con Das et al. (2013), en lodos activados en plantas de tratamiento de
aguas residuales, se han informado concentraciones significativas del eDNA que
varian de 20 a 300 mg eDNA/g de materia organica y las bacterias pueden usar el
eDNA independientemente de su origen como fuente de nutrientes para su
crecimiento y desarrollo de biopeliculas. Al igual que en otros entornos como el que
se describio anteriormente, el eDNA del suelo juega un papel crucial en la formacion
de biopeliculas, exhibiendo principalmente particulas del suelo formando costras
bioldgicas particularmente en la capa superior del suelo, en donde la produccién de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) incluido el eDNA conducen a una

mayor retencion de agua (Nagler et al., 2018).
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2.4 Uso potencial del eDNA como DAMP

El ataque de un fitopatégeno a su hospedero desencadena una serie de reacciones
y sefiales en el organismo ya que implica un estrés bibtico en estos. El éxito en
contrarrestar este estrés se basa en la capacidad inmunoldgica para reconocer o
detectar todos los posibles peligros que rodean al organismo, seguido de cascadas
de sefializacion que coordinan una respuesta especifica para eliminar y reparar el

dafo (Ferrusquia-Jiménez et al., 2020).

Sin embargo, cabe mencionar que cualquier respuesta inmune exitosa depende de
la deteccion de sefiales de peligro enddgenas, también conocidas como patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPs). Los DAMPs son moléculas
evolutivamente conservadas, presentes en el hospedador que permiten a los
organismos reconocer el dafio ya sea mecanico o provocado por patdégenos (Choi
y Lessig, 2016; Ferrusquia-Jiménez et al., 2020). Durante una lesion, la alteracion
de los tejidos y la descompartimentalizacion resultante de las células conducen a la
liberacion de moléculas intercelulares en el espacio extracelular y a la fragmentacion
de macromoléculas. Todas estas moléculas potencialmente pueden ser percibidas

por las células intactas circundantes como DAMPs (Duran-Flores y Heil, 2018).

Cualquier tipo de estos DAMPs permiten el autorreconocimiento del “dafo”,
informan al huésped sobre la alteracion del tejido e inician procesos destinados a
restaurar la homeostasis, como sellar la herida y preparar los tejidos adyacentes
para la percepcién de los invasores (Heil y Land, 2014).

De acuerdo con Duran-Flores y Heil (2018), los acidos nucléicos propios
deslocalizados como el DNA extracelular son bien conocidos como DAMPs en
mamiferos, porque “son indicadores confiables de dano celular”. Tras su
reconocimiento, el eDNA desencadena las respuestas relacionadas con la

inmunidad.

El reconocimiento de DAMPs puede ser entendido como un método indirecto
mediante el cual los organismos pueden detectar presencia de patégenos mediante

el reconocimiento de moléculas endégenas. Los DAMPs son liberados por la accion
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de enzimas liticas del patégeno o del propio huésped, que degradan
compartimientos celulares que causan “dafo” a la integridad celular (Ferrusquia-
Jiménez et al.,, 2020). Esta deteccion se basa en receptores especificos
denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRR) (Ferrusquia-
Jiménez et al., 2020). Dichos receptores activan una o mas vias de sefalizacién, a
menudo con ayuda de co-receptores, para inducir respuestas de defensa

posteriores (Choi y Lessig, 2016).

Los DAMPs, tanto en mamiferos como en plantas, son reconocidos por un diverso
conjunto de receptores (PRR) y desencadenan sefiales tempranas relacionadas con
la inmunidad, como el flujo de Ca?*, generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), activacién de proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y otras
respuestas fenotipicas de resistencia (Ferrusquia-Jiménez et al., 2020) (Figura 3).
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Figura 3.- Percepcioén y respuestas comunes provocadas por DAMP (Modificada de Ferrusquia-
Jiménez et al., 2020).
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Se ha sugerido que el eDNA actia en la inmunidad de las plantas por que se
identific6 como un indicador de infeccion bacteriana en Arabidopsis thaliana, como
conductos de inmunidad a infecciones fungicas en raices y mas recientemente
como desencadenante de la sefializacion de Ca?' y la despolarizacién de la
membrana en lima, frijol y maiz (Duran-Flores y Heil, 2018).

Asi mismo, recientes estudios reportan que el eDNA fragmentado tiene un efecto
inhibidor especifico de la especie y dependiente de la concentracién sobre el
crecimiento (Mazzoleni et al., 2015), dicho efecto se ha observado en diferentes
organismos como las plantas, bacterias, protozoos, algas, hongos y animales, este
fendbmeno se ha atribuido al reconocimiento del eDNA como una molécula que
indica estrés o dafio, limitando el crecimiento del organismo del que proviene

(Ferrusquia-Jiménez et al., 2020).

De acuerdo con Hawes et al. (2011), se han observado cambios en el crecimiento
de hongos fitopatégenos y su invasion en las raices de algunas hortalizas como el

chicharo, incluso antes de que los sintomas de la enfermedad sean visibles.

Existen estudios que revelan una relacion de autotoxicidad causada por la
exposicion de fragmentos de DNA propios que muestran efectos inhibidores
especificos de especies en plantas mediante la reduccién del crecimiento de raices
y germinacion; evidencia relevante de la funcion inmunogénica del eDNA como
activador de la inmunidad que se ha observado en plantas (Serrano-Jamaica et al.,
2020). Ademas, cabe mencionar que estudios recientes han encontrado que el
eDNA propio fragmentado (<1500 pb) desencadena respuestas tempranas de
defensa en plantas, y que con fragmentos mayores a este no se logra observar

alguna respuesta (Vega-Mufoz et al., 2020).

2.5 Fusarium spp.

La clasificacién taxondmica de Fusarium spp se encuentra en (Tabla 2) (Vera-
Roman, 2013):

Tabla 2.- Taxonomia de Fusarium spp.
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Reino Fungi

Division Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae

Género Fusarium

Especies F. oxysporum, F. solani, F. esquiseti, F.

proliferatum, F. reticulatum, etc.

Fusarium spp se encuentra comunmente en suelos, ambientes marinos o fluviales
y en plantas. Algunas especies son fitopatdgenos, mientras que otras son saprofitos
del suelo (Doczi et al., 2014). Es un patdgeno facultativo con alta capacidad de
sobrevivir en materia organica y que a la vez tiene la capacidad de atacar la planta

cuando esta sufre algun tipo de desbalance (Kenneth et al., 2018).

El género Fusarium spp. incluye muchas especies patdgenas y causa una amplia
variedad de enfermedades en las plantas. La amplia distribucién de las especies de
Fusarium spp. puede atribuirse a la capacidad de estos hongos para crecer en una
amplia gama de sustratos y sus eficientes mecanismos de dispersion (Cherhi,
2011). Diferentes principales mecanismos de dispersion del patdégeno son los
movimientos de suelo infectado, el agua de escorrentia y el uso de almacigo
infectado (Kenneth et al., 2018).

Se considera que este género exhibe un grado de variacion con respecto a la
morfologia microscopica y a sus caracteristicas fisiologicas, debido a su gran
habilidad para colonizar diversos habitats ecologicos (Vera-Roman, 2013) (Figura
4).
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Figura 4.- Morfologia microscopica de Fusarium spp. (Tomada de Vera-Roman, 2013).

Tabla 3.- Descripcion de las estructuras microscépicas de Fusarium spp.

Estructura

Descripcion

Macroconidias

Clamidosporas

Se considera que este género exhibe un grado de variacion
con respecto a la morfologia microscépica y a sus
caracteristicas fisiolégicas, debido a su gran habilidad para

colonizar diversos héabitats ecoldgicos (Vera-Roman, 2013).

Con forma de canoa, hialinas y septadas. La célula apical es
alargada y la basal tiene forma de pie. Se producen en
sucesion basipetal a partir de las monofialides (Monzon y
Tudela, 2000).

Se originan por modificacion de un segmento de la hifa.
Tienen pared gruesa, lisa 0 rugosa. Se observan aisladas,
en parejas, en grupos o en cadenas. Son formas de

resistencia ante ambientes adversos que garantizan la
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propagacion y supervivencia del hongo (Monzoén y Tudela,
2000).

Microconidias Son pequeias, generalmente unicelulares y con forma
variable (ovoides, elipsoidales, sub-globosas, piriformes,
etc.). Ocasionalmente tienen un tabique y la base puede ser
redondeada, apiculada o truncada. Se producen en el
micelio aéreo a partir de monofialides o polifidlides. Se
pueden ver aisladas, en masas o en cadenas (Monzon y
Tudela, 2000).

Microconidios no son producidos por todas las especies de
Fusarium spp por lo que su sola presencia es una

caracteristica importante (Vera-Roman, 2013).

2.6 Enfermedades causadas por Fusarium spp.

Fusarium spp. es un ascomiceto que causa infecciones en las plantas como el tizon
de la cabeza, marchitez vascular, pudricion de las raices y amarillamiento (Figura
5). Aunque pueden invadir las plantas a través de semillas y heridas, también entran
a las plantas a través de sus raices, especialmente si éstas estan dafiadas (Khan
et al., 2018).
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Figura 5.- Ejemplos de enfermedades causadas por Fusarium spp.; A) marchitamiento vascular, B)

Pudricion de raiz.

La mayoria de los hongos de este género que producen marchitamientos vasculares
pertenecen a la especie F. oxysporum, mientras que otras 13 como F. solani y sus
formas especiales, ocasionan marchitez vascular, pudricién de semillas y raices, asi
como ahogamiento en tallos inferiores, coronas, cormos, bulbos, tubérculos y otras

partes de la planta (Vera-Roman, 2013).

Las enfermedades causadas por F. oxysporum especialmente el marchitamiento y
la pudricién de la corona de la raiz en tomate, han sido y son de las enfermedades
de las plantas mas estudiadas. Las pérdidas por marchitamiento pueden ser muy
altas dadas las combinaciones de patégenos virulentos en el huésped susceptibles.
Las pérdidas ocasionadas por la pudriciéon de la corona de la raiz en tomate de

invernadero en hasta 90-95% en Canada (McGovern, 2015).

La infeccion puede darse cuando las clamidosporas presentes en el suelo son
diseminadas por el viento, insectos o por salpicaduras de agua de riego (Vera-
Roman, 2013).

Los hongos fitopatdgenos han desarrollado mecanismos sofisticados para invadir a
su hospedero, superar sus defensas y colonizar sus tejidos vivos para provocar las

enfermedades (Nadales y prieto, 2011). F. oxysporum penetra en las raices del
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hospedador hasta que alcanza los vasos del xilema, y coloniza el tejido; los primeros
sintomas visibles de la marchitez son el amarillamiento progresivo del follaje

aumentando gradualmente hasta que toda la planta se muere (Lecomte et al., 2016).

Algunos hongos causan enfermedades en una sola especie huésped (especificos),
mientras que otros tienen rangos de hospedadores extremadamente amplios. Los
mecanismos moleculares que determinan la especificidad del rango de

hospedadores fungicos no se comprenden completamente (Ortoneda et al., 2004).

Las principales especies de Fusarium spp. transmitidas en suelo son las mas
conocidas como patdgenos vegetales en términos de dafio econdémico en

producciones agricolas en todo el mundo (Saremi et al., 2011).

Varias especies de Fusarium spp. producen micotoxinas que pueden contaminar
una amplia variedad de cultivos agricolas; por lo tanto, dichas micotoxinas pueden
potencialmente presentarse en una amplia variedad de alimentos (Cherhi, 2011).

De acuerdo con Déczi et al. (2014), en los ultimos afios se han reportado cada vez
con mayor frecuencia a los hongos de Fusarium spp. como agentes etiolégicos en

infecciones oportunistas provocando con mayor frecuencia fusariosis.

Se ha informado que la pudricibn seca causada por Fusarium es un problema
importante en el cultivo de papa en diferentes partes del mundo (Saremi et al.,
2011).

Ademas, en México la produccién de tomate ha estado limitada por factores bioticos
y abidticos, entre ellos, los causados por patégenos fungicos transmitidos por el

suelo, destacando Fusarium spp. (Micah et al., 2018).

Las enfermedades causadas por Fusarium spp., especialmente el marchitamiento
vascular y la pudricion de la raiz en el cultivo de tomate, han sido de las
enfermedades de las plantas mas estudiadas, debido a la importancia de este
cultivo (McGovern, 2015).
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2.7 Métodos del manejo de enfermedades causadas por Fusarium spp.

Diversos métodos para el manejo de las enfermedades causadas por Fusarium spp.
han tenido un éxito limitado debido principalmente a la aparicién de nuevas razas
patdgenas, ademas de presentar diferentes desventajas para el medio ambiente y

otros organismos vivos (Bawa 2016; Jiménez-Hernandez et al., 2021).

Las estrategias que se han llevado a cabo para el manejo de estas enfermedades
van desde el incluir mas plantas que sean tolerantes a las enfermedades, asi como
practicas agricolas como la rotacion de cultivos y al mismo tiempo complementando

con aplicaciones de productos quimicos y/o bioldgicos (Torres et al., 2019).

2.7.1 Préacticas culturales

El control cultural se refiere a las practicas agricolas para reducir la influencia de
plagas y enfermedades. Incluye la modificacién de dichas practicas agricolas para
hacer que el entorno sea desfavorable para el crecimiento de patdégenos (Ajilogha
et al., 2013). Son métodos simples y baratos y no presentan problemas por
contaminacion ambiental, sin embargo, generalmente son ineficaces debido a las
estrategias efectivas de supervivencia del patégeno y no tienen un efecto inmediato

o directo en la proteccién del cultivo (Centeno, 2016).

Una de las actividades que se realizan con la finalidad de bloguear la entrada de
insectos vectores de enfermedades son el uso de barreras fisicas como un cultivo
de barrera o el uso de plasticos (Fang-Yu et al., 2020). Asi como el uso de medidas
preventivas en la produccion de plantulas sanas para controlar y prevenir

enfermedades en el ciclo (Aires-Ventura et al., 2018).

2.7.2 Practicas de manejo bioldgico

Este tipo de préacticas se define como el uso de enemigos naturales o agentes que
afectan a los patdgenos y/o plagas limitando su propagacion (Lecomte et al., 2016).
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El término aplica también para el uso de agentes de biocontrol con el fin de suprimir
enfermedades en las plantas ya sea directamente a través de sus actividades
antagonicas o indirectamente mediante sus efectos modificadores sobre la fisiologia
y anatomia de la planta (Ghorbanpour et al., 2017), asi mismo, se le relaciona su
concepto con el uso de productos naturales extraidos o fermentados (Krishna-Pal y
McSpadden-Gardener., 2006).

Es considerado como una altaernativa viable al manejo convencional debido a que
reduce significativamente los sintomas de la enfermedad aumentando asi los
rendimientos de los cultivos (Mcgovern et al., 2015), sin embargo, la eficacia de la
capacidad antagonica de los agentes de biocontrol esta influenciado por varios
factores medioambientales (Ghorbanpour et al.,, 2017), ademas, es necesario
estudiar algunas cuestiones como los mecanismos de colonizacién, las
interacciones planta-patdégeno, las estrategias de implementacion ecolégicamente
aceptables de los agentes de biocontrol y la comprension de cdmo actlan éstos en
un medio dindmico para poder dirigir dicha investigacion y generar productos de

control biolégico comerciales (Tripathi et al., 2020).

2.7.3 Practicas de manejo quimico

El manejo quimico se refiere a el uso de moléculas quimicas (fungicidas,
bactericidas, entre otros) para controlar las enfermedades en las plantas (Ajilogba
et al., 2013). Muchos de estos productos quimicos estan enfocados en el manejo
de enfermedades causadas por hongos como por ejemplo moléculas como
procloraz, propiconazol, tiabendazol, carbendazim, benomyl, thiophant,

fuberidazole y todos los bencimidazoles (Jiménez-Hernandez et al., 2021).

El manejo quimico puede reducir efectivamente la severidad de la enfermedad, pero
dicha efectividad es influenciada por otras practicas agronomicas como la rotacion
de cultivos, fertilizacion nitrogenada, tratamientos de semillas y el uso de variedades

resistentes (Torres et al., 2019).
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Sin embargo, cabe mencionar que el uso de agroquimicos afecta negativamente
otros microorganismos benéficos del suelo, afectan la salud humana y también
contaminan el medio ambiente (Ajilogba et al., 2013). De acuerdo con Elahi et al.
(2019), cada afio se reportan en el mundo un promedio de 200 millones de personas
que mueren y 3 millones envenenadas debido a la continua exposicion a
agroquimicos, aunado a esto, el Consejo Nacional de Investigacion en Agricultura
de la Academia de Ciencias de Estados Unidos, determind que estos productos
constituyen el 60% de los pesticidas usados en la produccién alimentaria con
riesgos oncogénicos (Rodriguez-Ruvalcaba, 2002).

Ademas, existen informes recientes sobre la alta posibilidad de desarrollo de
resistencia a los fungicidas debido al uso excesivo de los mismos por parte de los
agentes fitopatégenos (Dweba et al., 2017). La exposicion a los fungicidas durante
muchos afios ha llevado a un aumento en la resistencia en varios fitopatégenos, el
primer reporte fue analizado en mildit polvoso (Sphaerotheca Fuliginea) que afecta
a las cucurbitaceas, y desde entonces se ha detectado resistencia en varios hongos
fitopatégenos (Price et al., 2015).

La alta frecuencia de uso de productos quimicos, los efectos no deseados como el
desarrollo de resistencia a muchos productos quimicos y el riesgo para la salud
humana han estimulado el desarrollo de mas métodos para el manejo de

enfermedades (Bawa, 2016).

3 HIPOTESIS

El uso de fragmentos de eDNA propio de Fusarium spp. en suelo disminuye los
niveles del patégeno en al menos una unidad logaritmica, y su patogenicidad sobre
plantulas de tomate, en comparacién con tratamientos sin aplicacién en el suelo de
este tipo de DNA.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Reducir significativamente los niveles de Fusarium spp. en suelo, asi como su
patogenicidad en plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.), por efecto de la
aplicacion de eDNA propio.

4.2 Objetivos especificos

1. Extraery fragmentar a menos de 1500 pb el eDNA de Fusarium spp.

2. Determinar el efecto de la aplicacion del eDNA de Fusarium spp. en la

sobrevivencia de este hongo en el suelo.

3. Determinar el efecto protector de la aplicacion del eDNA de Fusarium spp.
en plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.) cultivadas en suelo

infestado con Fusarium spp.

4. Evaluar la respuesta de las plantulas de tomate cultivadas en suelo infestado
con Fusarium spp. en cuanto a la produccion de metabolitos secundarios

(fenoles y flavonoides totales).

5 METODOLOGIA

El desarrollo experimental se llevd a cabo en el Campus Amazcala de la Facultad
de Ingenieria de la Universidad Autdnoma de Querétaro, ubicado en la carretera

Chichimequillas km 1, en el municipio de el Marqués del estado de Querétaro.
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5.1 Extracciéony fragmentacion a menos de 1500 pb el DNA de Fusarium
spp.

Se llevd a cabo de acuerdo con la metodologia de Dellaporta et al. (1983),
escalandolo con la cantidad de muestra a procesar. Se peso en tubos falcon de 50
ml, 2 g de micelio de Fusarium spp. previamente triturado en nitrégeno liquido,
posteriormente se afiadieron 10 ml de buffer de Dellaporta (100 mM Tris-HCI, 50
mM EDTA, 2% PVP, 500 mM NaCl, 10 mM B-mercaptoetanol) y se agitd para
homogeneizar la mezcla. Una vez homogeneizado, se paso a agregar 500 pL de
SDS al 20% y se mezcldé cuidadosamente, después se incubé a 65°C por 20
minutos. Luego se agregaron 3 ml de acetato de potasio 5M y se puso en hielo
durante 20 minutos, se centrifug6 a 8500 rpm por 25 minutos y se recupero el
sobrenadante en otro tubo, a este nuevo tubo con el sobrenadante se le agregd un
volumen de isopropanol frio y se dejé reposar en hielo por 10 minutos. Finalmente
se centrifugo a 8500 rpm por 25 minutos y se elimind el sobrenadante, rescatando
la pastilla que queda adherida en el fondo del tubo. Dicha pastilla se lavé con etanol
al 70% frio y se dejo secar, después el DNA se resuspendié en 5 ml de agua
destilada esteril y se guardaron los tubos a -70°C. La pureza del DNA y
concentracion se medié usando el espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000 con salida
espectral completa (190-840 nm), utilizando 1 pL para la cuantificacion de las
muestras. Para verificar la integridad del DNA se utilizé la electroforesis en gel de
agarosa al 1%, utilizando la tincibn con GelRed® (Biotium). Para obtener
fragmentos de menos de 1000 pb, el DNA extraido fue fragmentado por sonicacion
con un sonotrodo Hielscher UP200Ht (200W, 26kHz), mediante pulsos de 26 KHZ
a 10 W con una amplitud de 50 % cada 1 segundo por 20 min (Vega-Mufioz et al.,
2018).
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5.2 Determinacién del efecto de la aplicacion del eDNA de Fusarium spp. en
la sobrevivencia del hongo en el suelo.

Para desarrollar esta parte del proyecto, fue necesario realizar unas pruebas previas
en cuanto a la evaluacion de la sobrevivencia del hongo en el suelo modelo de
estudio, y con esto garantizar la germinacion de las esporas de Fusairum spp en
dicho suelo. Cabe mencionar que el suelo fue analizado en cuanto a textura y
contenido de materia organica en el Laboratorio de Analisis y Fertilidad de suelos
de INIFAP-Bajio (Anexo 1) por el método de Walkelet-Black, con la finalidad de
conocer dichas propiedades y por lo tanto tomar decisiones en cuanto a la cantidad
utilizada de cada in6culo, asi como la capacidad que pueda tener el hongo en

desarrollarse en el suelo debido a su contenido de materia organica.

Una vez conocidos estos factores del suelo, se llevé a cabo la inoculacion de
esporas de Fusarium spp. en suelo y se realizé un tratamiento de pasteurizaciéon
con la finalidad de identificar esporas y células vegetativas al momento de hacer la

siembra en cajas de PDA.

Dicho experimento se llevo a cabo de acuerdo con Figueroa-Rivera et al. (2010), en
donde se pesaron 500 mg de suelo en unos viales de vidrio ambar, se esterilizaron
a 220 kPa durante 15 minutos, después se inocul6 a capacidad de campo (150 pL)
una cantidad conocida de esporas de Fusarium spp. las cuales fueron contadas

previamente en camara de Neubauer (Figura 6).
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Figura 6.- Conteo de esporas de Fusarium spp. en camara de Neubauer.
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Se trabajé con un grupo control el cual no fue pasteurizado y el tratamiento que fue
pasteurizado mediante bafio maria a 70°C por 1 hora y media (Barbetti y
Sivasithamparam 1987; Mcgonigle y Miller, 1996), se realiz6 una cuenta viable de
Fusarium spp. reportdndose como UFC/g de suelo en diluciones seriadas y
haciendo la extensién en placa de PDA por triplicado en los tiempos 0, 2 y 4 dias
después de que se inocul6 el suelo, las placas se incubaron por 48 horas a 25°C

para su posterior cuantificacion.

Una vez que se establecieron las condiciones adecuadas para el desarrollo del
hongo en el suelo modelo de estudio, se realizé la evaluacion del efecto de la
aplicacion del eDNA propio de Fusarium spp. en la sobrevivencia de éste. Para esto,
se disefaron diversos tratamientos con un disefio experimental completamente al
azar cambiando la concentracion del eDNA de acuerdo con lo reportado por

Ferrusquia-Jiménez (2020) como se indican en la Tabla 4.

Tabla 4.- Tratamientos llevados a cabo para la determinacién del efecto del eDNA de Fusarium

sSpp. en su sobrevivencia en suelo.

Tratamientos Descripcion
Control 500 mg suelo + 100 pl de esporas de hongo + 50 ul agua destilada
50 500 mg suelo + 100 pl esporas de hongo + 50 pl eDNA a 50 ppm
500 500 mg suelo + 100 pl esporas de hongo + 50 ul eDNA a 500 ppm
500* 500 mg suelo + 50 pl eDNA a 500 ppm + 100 pl esporas de hongo

NOTA: la concentracion de esporas utilizada en el indculo de Fusarium spp. fue de 2x10° esporas/ml.

Se llevé a cabo la misma metodologia antes mencionada para la siembra en PDA
tomando ahora los tiempos 0, 1, 3, 5y 7 dias después de que se inoculd el sueloy
se aplico el eDNA. Cabe mencionar que por cada tratamiento se trabajaron 2 viales

y se sembraron en PDA 2 cajas Petri por vial, teniendo un total de 4 cajas para

26



realizar la cuenta viable de colonias de Fusarium spp por tratamiento. Se reportd
finalmente dicha cuenta en UFC/g de suelo. Cabe mencionar, que los tratamientos
de 500 y 500* se utilizé el eDNA de la misma concentracion (500 ppm), sin embargo,
el orden de inoculacién de las esporas y del eDNA fue diferente en cada uno, en
donde el tratamiento etiquetado como 500, fue inoculado primero las esporas del
fitopatdgeno y una hora después su propio eDNA, mientras que en el tratamiento
de 500* primero se realizo la aplicacion del eDNA del fitopatdgeno en el suelo y una

hora después las esporas del hongo, como se describe en la tabla 4.

5.3 Determinacion del efecto protector de la aplicacién del eDNA de
Fusarium spp. en plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.)
cultivadas en suelo infestado con Fusarium spp.

5.3.1 Disefio experimental con plantulas de tomate (Solanum licopersicum
L.).

Para determinar el efecto protector de la aplicacién del eDNA propio de Fusarium
spp en plantulas de tomate, se disefid un experimento completamente al azar con
una unidad experimental de 6 plantas por cada tratamiento como se observa en la
Tabla 5.

Tabla 5.- Grupos que se llevaron a cabo para la determinacién del efecto protector de la aplicacion

del eDNA de Fusairum spp. en plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.).

Grupo Planta Descripcion
CHA Herida
20g suelo + 6ml agua destilada estéril.
CSHA Sin herir
Control
CSHE Sin herir
20g suelo + 6ml esporas de Fusarium spp.
CHE Herida
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CHDNA Herida 20g suelo + 2ml eDNA a 500 ppm + 4ml

agua destilada estéril.

TDNA+E Herida 20g suelo + 2ml eDNA a 500 ppm + 4ml

esporas de Fusarium spp
Tratamientos
TE+2dDNA Herida 20g suelo + 4ml esporas de Fusarium spp.

y 2 dias después 6ml eDNA a 500 ppm

Cabe mencionar que la variedad utilizada de tomate fue “Rio Grande” y que las
plantulas se trasplantaron una vez que éstas tenian 2 hojas verdaderas, se utilizd
una charola de unicel de 200 cavidades que se limpid y desinfectd previamente con
sales cuaternarias de amonio, ademas, la cantidad aplicada de cada tratamiento fue
con la finalidad de dejar el suelo a capacidad de campo (CC), partiendo de que dicho
suelo tiene una CC de 300ul/g y por lo tanto para los 20 g de suelo utilizados se
requirieron 6ml. Ademas, se limpi6 la parte radicular de las plantulas retirando todo
el sustrato, se realizaron cortes transversales de la tercera parte inferior de las

raices (Figura 7) en los grupos donde se sefalan que las plantas fueron heridas.

Figura 7.- Plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.), en donde el recuadro rojo sefiala

aproximadamente el corte transversal en las raices.
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Por otro lado, es importante sefalar que previamente se contaron las esporas del
indculo realizado de Fusarium spp., en donde se obtuvo una cantidad conocida de

esporas de 1.92x10° esporas/ml.

Se trabajo con 6 plantas por cada grupo teniendo un total de 42 plantas (Figura 8),
las cuales fueron monitoreadas cada tercer dia durante 3 semanas y se midié ancho
de tallo, altura de planta y nimero de hojas, asi como observaciones en cuanto a

sintomatologia ocasionada por la invasion del hongo.

Figura 8.- Arreglo de las plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.) de los diferentes grupos.

5.3.2 Evaluacién del nivel de severidad e incidencia de la enfermedad en las
plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.).

Una vez que se completd el periodo de 3 semanas, se clasificaron las plantas de
acuerdo a la escala de severidad de Bosland y Lindsey (1991) (Tabla 6) observando

desde raiz, tallo y hojas.

Tabla 6.- Nivel de severidad de plantas de tomate con infeccion por Fusarium spp. (Bosland y
Lindsey, 1991).

Escala Descripcion

0  Sin respuesta, planta vigorosa y saludable.
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1 Ligero oscurecimiento radicular, planta vigorosa, sana.

3  Raices marrones, ligero retraso en crecimiento, lesiones pequefias del
tallo.

5 Raices marrones, tallos con lesiones pequefias, hojas inferiores

marchitas, planta atrofiada.

7 Raices marrones, grandes lesiones en tallos, toda la planta marchita y

enana.

9 Muerte.

Al clasificar a las plantas de acuerdo con dicha escala, y al tratarse de variables no
paramétricas, las observaciones realizadas se analizaron primeramente con una
prueba de H Kruskal Wallis y al encontrar que obtuvimos diferencias significativas,
se procedi6 a realizar una prueba de Dunn con la finalidad de identificar los grupos

gue obtuvieran dichas diferencias estadisticas .

Ademas, se realiz6 una cuenta viable de colonias en el tejido de la planta,
reportandolas como UFC/g de tejido, lo cual se llevd a cabo cortando las raices y
separando la parte basal del tallo (Figura 9), dicho tejido se tritur6 con agua
destilada estéril y con ayuda de un mortero, se hicieron diluciones seriadas con el
tejido triturado y se sembré en medio de agar papa dextrosa (PDA), se inocularon
las cajas a 25°C por 48 horas y se procedio al conteo de colonias.
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Figura 9.- Parte basal del tallo de plantula de tomate (Solanum licopersicum L.).

5.4. Evaluacién de la respuesta de las plantulas de tomate cultivadas en
suelo infestado con Fusairum spp. en cuanto a la produccién de
metabolitos secundarios (fenoles y flavonoides totales).

Para la determinacion de los metabolitos secundarios (fenoles y flavonoides) se
llevé a cabo primero la extraccion de los compuestos fendlicos de cada una de las
muestras de acuerdo con Cardador-Martinez et al. (2002), en donde se tuvieron que
liofilizar las muestras, una vez las muestras secas se procedio a triturarlas con un
mortero hasta dejar el tejido en particulas muy pequefias (como polvo), se procedio
a pesar aproximadamente 200 mg de la muestra seca y triturada y se le agregaron
10 ml de metanol, se sonicé por 30 minutos y finalmente se centrifugé a 5000 rpm
y 4°C por 10 minutos, se recuperoé el sobrenadante (extracto metandlico) en tubos
cubiertos con aluminio y se mantuvieron en obscuridad y refrigeracion para su uso

posterior.

Una vez obtenido el extracto metandlico, se realizé la determinacion de fenoles
totales, la cual se llevé a cabo de acuerdo con Dewanto et al. (2002), en donde se
tomaron 40 pl del extracto, se le adicionaron 460 pl de agua destilada, 250 pl del
reactivo Folin-Ciocalteu 1N y 1250 ul de carbonato de sodio (Na2CQOs3) al 20%, se
mezclé con ayuda del vortex y se dejaron los tubos ambar en completa obscuridad
durante 2 horas. Cumpliendo el tiempo, se colocaron 200 ul de cada muestra en la
microplaca y se leyo en el espectrofotometro Multiskan Sky Hich (thermo scientific)
a 760 nm, junto con la curva de calibracion con concentraciones de 0, 20, 40, 60,
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80, 100, 120, 140, 160 uM. Finalmente, para la determinacién de los flavonoides
totales, se desarrollo de acuerdo con Domah et al. (2005), en donde se tomaron 50
ul del extracto metandlico de cada muestra en tubos tapados con papel aluminio, se
les agreg6 180 pul de agua destilada y 20 ul del reactivo 2-aminoetildifenilborato al
1%, se homogeneiz6 la mezcla con ayuda del vortex y se leyd en el
espectrofotometro Multiskan Sky Hich (thermo scientific) a 404 nm con su curva de
calibracion de concentraciones de 2, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 pg/ml.

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Extracciony fragmentacion a menos de 1500 pb del DNA de Fusarium
spp.

La metodologia desarrollada para la extraccion de DNA nos permitié obtener
concentraciones aceptables para posteriormente diluir a las concentraciones
deseadas y por lo tanto tener al final mas volumen del DNA a 500 ppm. En la Tabla
7 se presentan las concentraciones obtenidas en la extraccion de diferentes
muestras representadas en ng/ul (ppm), asi como el volumen final obtenido una vez

realizada la dilucién para tener la concentracién deseada.

Tabla 7.- Concentracion obtenida de la extraccion del DNA de Fusarium spp. y volumen final

obtenido.
Muestra ng/pL Volumen final (ml)
1 1254.2 5.02
2 982.93 3.93
3 1150.17 4.6
4 952.53 3.81
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5 1287.7 5.15

6 1128.53 451
7 1285.37 5.14
8 1299.7 5.2
9 1216.47 4.86

Cabe mencionar que el volumen reportado en la Tabla 6, es el obtenido después de
realizar las diluciones pertinentes de cada muestra para obtener la concentracion

deseada, obteniendo al final un volumen de 42.22 ml de DNA a 500 ng/pL.

Una vez que se obtuvo el volumen y concentracidn antes mencionadas, se
fragmento en dos tiempos, cada uno de 10 minutos para evitar el calentamiento del
equipo utilizado y con la finalidad de obtener fragmentos de menos de 1500 pb
debido a que lo que se ha reportado de acuerdo con algunos autores como Vega-
Vega-Muioz et al. (2020) y Duran y Heil (2018), dichos segmentos de DNA
desencadenan respuestas tempranas con diferentes rutas bioquimicas del

organismo en cuestion.

Para poder asegurarnos de que obtuvimos los tamafos de fragmentos antes
mencionados, se llevd a cabo una electroforesis con gel de agarosa y se corrié la
muestra sonicada junto con una escalera molecular con la intension de poder
comparar ambos carriles y con esto identificar el nivel de fragmentacién de nuestra

muestra (Figura 10).
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Figura 10.- Verificacion del nivel de fragmentacion del DNA en donde el carril 1 corresponde a la
muestra de DNA de Fusarium spp. sonicada, y el carril 2 corresponde a la escalera molecular de
10 kb.

Como podemos observar en la Figura 10, el DNA obtenido se logro fragmentar a
segmentos de menos de 1500 pb, por lo que podemos decir que la muestra obtenida
fue aceptable tanto en concentracion del DNA como el nivel de fragmentacion para
poder utilizar dicha extraccidbn en los tratamientos propuestos y analizar su

respuesta como DAMP en suelo.

6.2 Determinacién del efecto de la aplicacion del eDNA de Fusarium spp. en
la sobrevivencia del hongo en el suelo.

6.2.1 Sobrevivenciay desarrollo de Fusarium spp. en el suelo.

Para la primera parte donde se hizo la evaluacion de la sobrevivencia de Fusarium
spp en el suelo, se realizaron metodologias que nos permitieron cuantificar la
germinacion de las esporas del hongo en el suelo, esto con la finalidad de verificar

que dicho suelo fuera apto para el desarrollo de Fusarium spp. y por lo tanto
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asegurarnos de que los tratamientos posteriores con su propio DNA tengan efecto

en éste.

Para la evaluacion de la germinacion se inoculd una cantidad conocida de esporas,
las cuales se cuantificaron con la ayuda de la camara de Neubauer obteniendo
2x10° esporas/ml, dichas esporas se aplicaron en los viales de suelo a capacidad
de campo, de cada vial se sembraron 3 cajas Petri con la diluciéon de 10y se realizd
una cuenta viable, reportando los resultados como UFC/g de suelo como se muestra
en las Tablas 8 y 9 para el grupo control y el grupo que se pasteurizd

respectivamente.

Tabla 8.- Resultados obtenidos de la cuenta viable de UFC/g de suelo de Fusarium spp. del grupo

control.
Muestra Tiempo (dias) UFC/g de suelo Promedio (UFC/g)
1 0 7.2x10° 7.15x108
2 0 7.1x10°
5 2 6.6x10° 6.2x10°
6 2 5.8x10°
9 4 4.6x10° 5.15x108
10 4 5.7x10°

Tabla 9.- Resultados obtenidos de la cuenta viable de UFC/g de suelo de Fusarium spp. del grupo

que se pasteurizo.

Muestra Tiempo (dias) UFC/g de suelo Promedio (UFC/Q)
3 0 9.7x104 9.8x10%
4 0 9.9x104
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7 2 1.05x10° 1.075x10°

8 2 1.1x10°
11 4 1.33x10° 1.41x10°
12 4 1.5x10°

Asi mismo, dichos resultados se graficaron y se realiz6 un analisis de varianza de 2
vias, con la finalidad de poder identificar las diferencias estadisticas entre ambos
grupos. Como se observa en la Figura 11 la germinacion de las esporas de Fusarium
spp. en el grupo control tiene diferencias significativas en comparacién con el grupo
de pasteurizacion, sin embargo, en cuanto al tiempo no hubo diferencias
estadisticas importantes en cada grupo, observando que en el control la
germinacion disminuyé a partir del dia 2 aunque no de manera representativa, esto
pudo ser debido a que el medio era limitado y por lo tanto los nutrientes se fueron
acabando con el tiempo. En el caso del grupo de pasteurizacion, podemos decir que
el ligero aumento en la germinacién en el cuarto dia (aunque no representativo)
puede ser debido a la generacién de nuevas esporas en el medio, es decir, el tiempo
que estuvo el hongo en el suelo al cuarto dia pudo desarrollarse de tal manera que

generé mas esporas ademas de las que se inocularon inicialmente.
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Germinacion de esporas en un suelo modelo de estudio
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Figura 11.- Grafico de los resultados obtenidos de la cuenta viable de Fusarium spp., reportado en
UFC/g de suelo (log 10), en donde los circulos representan los resultados del grupo control, y los
cuadros los obtenidos del tratamiento llevado a cabo de pasteurizacion. Letras diferentes al final de
cada grupo indica diferencias significativas (Anova de 2 vias y prueba de medias de Tukey con
a=0.05).

Con estos resultados, se pudo analizar el porcentaje de las diferentes estructuras
tanto de esporas como de células vegetativas, siendo estas Ultimas el crecimiento
de hifas o micelio y desarrollo de una red de éstas de manera interconectadas a
través de su fusion (Prados-Rosales y Di-Pietro 2008). El fundamento para poder
identificar las estructuras de Fusarium spp. en el crecimiento de las colonias en
placa se basa en que dichas estructuras tienen determinadas condiciones éptimas
para su desarrollo, partiendo de que las temperaturas 6ptimas del desarrollo de
esporas estan entre 25y 28°C con alta actividad de agua (Leplat et al., 2013) y que
el desarrollo de las célula vegetativas se ve influenciada principalmente por la
temperatura debido a que su crecimiento se ve favorecido a temperaturas entre 22
y 25°C, viéndose inhibido su desarrollo con forme aumenta la temperatura desde
los 35°C y siendo afectadas de manera definitiva hasta su muerte a partir de los
50°C (Kurian et al., 2018). Ademas, cabe mencionar que las esporas del hongo son

formas de resistencia ante ambientes adversos como lo es las altas temperaturas,
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garantizando asi su propagacion y supervivencia (Monzon y Tuleda, 2000). Por lo
gue la metodologia desarrollada en donde el grupo de pasteurizacién se sometio el
suelo a temperaturas de hasta 70°C, podemos decir que las colonias que se
desarrollaron en dicho grupo correspondian a estructuras de esporas del hongo
debido a que pueden resistir las condiciones de temperatura a las que fueron
sometidas, con esto, el conteo de las colonias se pudo separar en porcentaje de
ambas estructuras como se muestra en la Figura 12. En donde el porcentaje de
esporas aumenté de manera significativa de 70% a 80% en el cuarto dia y de igual
proporcién se observa una disminucién en las células vegetativas de 30% a 20%,
por lo que podemos decir que desde el tiempo 0 las esporas en el suelo modelo de
estudio germinan en un 30% aproximadamente, es decir, que el suelo con el que se
esta trabajando es apto para el desarrollo del hongo debido a que en cuestion de
horas crece y desarrolla sus hifas en el medio. El éxito obtenido en cuanto a la
germinacion de las esporas en el suelo modelo de estudio puede estar relacionado
de manera importante a las caracteristicas propias del mismo, es por ello que los
andlisis realizados por el INIFAP nos permitié evaluar y por ende confirmar que
dicho suelo fue apto para el desarrollo del patégeno, lo cual se le atribuye al
porcentaje de materia organica que éste presenta (1.54%) debido a que el contenido
de materia organica en un suelo promueve y mejora el crecimiento y desarrollo de
los microorganismos presentes en éste (Murphy, 2015), ademas del tipo de suelo y
su textura (franco, medio) las cuales permiten una buena retencion de agua y por lo
tanto los microorganismos ademas de estar en un medio rico en materia organica y
en presencia de humedad suficiente, pueden desarrollarse el mismo tiempo que son

inoculados al medio (tiempo 0).
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Porcentajes de esporas y células vegetativas

100
-~ Esporas
80— s a b -©- Cel veg
S o—r""’.
© 60-
=3
©
2 40+
w
w

N
o
|
j

o

0 2 4
Tiempo (Dias)

Figura 12.- Gréfico de los resultados obtenidos del ensayo de germinacion de esporas en el suelo
modelo de estudio, en donde lo circulos negros representan los porcentajes obtenidos de esporas,
y los circulos blancos el porcentaje obtenido de células vegetativas. Letras diferentes indican

diferencias significativas (ANOVA de 2 vias y prueba de medias de Tukey con a=0.05).

6.2.2 Determinacion del efecto de la aplicacion del eDNA de Fusarium spp.
en la sobrevivencia el hongo en el suelo.

En cuanto a la determinacion del efecto de la aplicacion del eDNA de Fusarium spp.
en su sobrevivencia en el suelo, se llevé a cabo tomando en cuenta los resultados
reportados por Ferrusquia-Jiménez (2020), en donde las concentraciones de 500
png/ml mostré6 mejores resultados, por lo que en la metodologia desarrollada se
manejaron concentraciones de eDNA del hongo de 50 y 500 pg/ml y un grupo

control en donde se inocul6 agua destilada estéril con esporas del hongo.

Como podemos observar en la Figura 13 en el tiempo O el crecimiento de Fusarium
spp. en placa fue el mismo estadisticamente en los diferentes grupos y fue a partir
de las primeras 24 horas en donde se observé una diferencia significativa en el
grupo de 500 pg/ml en comparaciéon con los demas tratamientos y el control, sin

embargo, esta diferencia en cuanto al tiempo no represent6 gran cambio ya que el
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analisis ANOVA no mostré diferencias significativas entre los dias desde el tiempo

1 hasta el dia 7 en dicho tratamiento.

Ademas, cabe mencionar que de acuerdo a los resultados obtenidos en los
tratamientos de 50 pg/ml y 500* (en donde se inoculo primero el eDNA vy luego el
hongo) (Figura 13) la tendencia fue igual a la obtenida en el control, por lo que
podemos decir que la respuesta del hongo ante su propio eDNA es dependiente de
la concentracion del mismo, esto debido a que no hubo respuesta en la disminucion
del desarrollo del hongo en dichos tratamientos, a pesar de que en el grupo de 500*
se uso la misma concentracion de 500 pg/ml del eDNA, sin embargo, podemos
pensar que la espora de alguna manera esta detectando su propio eDNA en el
medio exterior debido a que mantiene el nUmero de colonias en el tiempo sin
diferencias significativas y por lo tanto podemos decir que mantiene sus estructuras
de esporas sin germinar para evitar que éstas estén en “peligro” (DAMP en suelo),
esto lo podemos relacionar con algunas demostraciones recientes por Aguilar et al.
(2010) en donde mencionan que la presencia de una matriz extracelular con
diversidad de moléculas en el suelo, tiene un profundo efecto sobre la esporulacién
de B. subtilis en biopeliculas, debido a que la deteccion y respuesta a las
fluctuaciones ambientales son fundamentales para la supervivencia de los

microorganismos (Gao et al., 2021).
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Cuenta viable de Fusarium spp. en suelo
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Figura 13.- Cuenta viable de Fusarium spp. bajo el tratamiento de eDNA propio a diferentes
concentraciones, en donde los circulos representan el grupo control (se inoculé las esporas y luego
agua destilada), los cuadros representan el grupo con eDNA a 50 pg/ml (se inocul6 primero las
esporas y luego el eDNA), los triangulos representan el grupo con eDNA a 500 pg/ml (se inocul6
primero las esporas y luego el eDNA) y los triangulos invertidos representan el grupo con eDNA a
500 pg/ml (se inoculé primero el eDNA y después las esporas). Letras diferentes al final de cada
grupo indica diferencias significativas (ANOVA de 2 vias y prueba de medias de Tukey con
0=0.05).

Con lo anterior, podemos decir que el hongo esta detectando su propio eDNA en un
medio donde normalmente no lo encuentra (medio exterior) y como menciona
Ferrusquia-Jiménez (2020), esta funcionando como DAMP generando una
respuesta en el desarrollo de Fusarium spp. disminuyendo con esto su crecimiento,
como se observa en la Figura 14, en donde el conteo de colonias en placa disminuy6
significativamente en el tiempo con el tratamiento de 500 pg/ml del eDNA y teniendo
el hongo expuesto en el medio debido a que la inoculacion del eDNA se realizé una
hora después del patdgeno en el suelo, por lo que tuvo oportunidad de germinar las

esporas y por lo tanto estar mas expuesto al tratamiento realizado.
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Figura 14 Disminucién del crecimiento de Fusarium spp. en placa en el tiempo, utilizando eDNA

propio fragmentado a 500 ppm con el tiempo.

Cabe mencionar, que el DNA tiene una gran capacidad de adherirse a las particulas
del suelo como lo menciona Kunadiya et al. (2020) por las caracteristicas fisico-
guimicas del mismo, esto nos da informacion en cuanto a la permanencia de estas
moléculas en el medio y por lo tanto al menos en los primeros 7 dias de que se
aplicd, no se vio en la necesidad de realizar una segunda aplicacion debido
probablemente a esta cualidad, aunque para afirmar esto se necesita mayor

investigacion al respecto.

A partir de los resultados obtenidos, se establecié otro ensayo con la finalidad de
verificar lo observado, manejando solo la concentracion con que obtuvimos buenos
resultados (500 pg/ml) y agregando un nuevo grupo el cual consistio en la aplicacion
de las esporas y dos dias después el eDNA (E+2dDNA), ademas de los otros grupos
en donde la diferencia es el orden de inoculacion de los hongos y el eDNA, cabe
mencionar que los resultados expresados en la Figura 13 son los obtenidos en el
suelo no pasteurizado como se menciona en la metodologia. En dicho experimento
observamos que el tratamiento en donde se aplicé primero el eDNA en el suelo y
después las esporas obtuvimos resultados muy parecidos al grupo control por lo
gue se verifica lo obtenido anteriormente, sin embargo, el grupo que obtuvimos
diferencias significativas desde el dia 2 fue el que se aplicé 2 dias después el eDNA
bajando casi una unidad logaritmica en comparacion con el tiempo 0, y fue hasta el
tercer dia en donde la disminucion de las colonias fue hasta de dos unidades

logaritmicas en comparacion con el grupo control (Figura 15, A).
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Con esto, podemos decir que la aplicacién del eDNA propio de Fusarium spp. una
vez bien establecido el hongo en el suelo, genera mejores resultados que los
obtenidos en los demas tratamientos realizados, aportando de esta manera un
posible tratamiento para el manejo de Fusarium spp. en suelos utilizando eDNA
propio donde tengamos dicho patégeno, con la finalidad de controlar su desarrollo

en el medio y por lo tanto buscar disminuir la incidencia de la enfermedad que dicho

patdgeno genera en las plantas.

Cuenta viable Fusarium oxysporum en suelo sin pasteurizar
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Figura 15.- Efecto De la aplicacién en suelo de 500 pg/ml de eDNA propio de Fusarium spp. en
diferentes tiempos con respecto a la inoculacion con esporas del hongo. Panel A), cuenta viable
total; Panel B), porcentaje de esporas; Panel C), porcentaje de células vegetativas. En donde;
E+DNA= esporas de hongo y aplicacién de eDNA, DNA+E= aplicacion de eDNA e inoculacién de
esporas, E+2dDNA= esporas de hongo y 2 dias después aplicacién del eDNA. Letras diferentes en
cada curva de cada panel indican diferencias significativas (ANOVA de 2 vias y prueba de medias

de Tukey con a=0.05).
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Al observar esta disminucion en el conteo de colonias en placa de los tratamientos
realizados, y gracias a la metodologia realizada de pasteurizacion del suelo,
pudimos realizar el andlisis de las estructuras presentes en las cajas Petri
sembradas como se muestran en la Figura 15 (B y C), en donde se separ6 el
porcentaje de esporas presentes con el porcentaje de las células vegetativas. Con
este analisis, podemos decir que la disminucion del crecimiento de colonias en placa
del suelo no pasteurizado se debe a un aumento importante en el desarrollo de
esporas del hongo a partir del tercer dia tanto en el tratamiento de la inoculacién de
esporas y 2 dias después el eDNA (E + 2dDNA) como en el tratamiento de la
inoculacion de esporas y una hora después el eDNA (E + DNA) de
aproximadamente un 9% y 12% respectivamente ya que refleja una disminucién
proporcional en las células vegetativas en cada tratamiento (Figura 15, C). Ademas,
cabe mencionar que el grupo control como el tratamiento donde se aplicé primero
el eDNA y una hora después el hongo (DNA + E) tuvieron un mismo desarrollo de
las estructuras del hongo, observando que en el dia 7 aumento6 el porcentaje de
esporas de casi un 5%, esto se puede atribuir a la generacién de nuevas esporas
desarrolladas por el patdgeno en un medio mas natural, es decir, sin presentar algin
tipo de estrés o incluso percibir el eDNA presente en el suelo, como se menciond
previamente, en donde la espora del hongo esta percibiendo su propio eDNA en el
medio y por lo tanto mantiene su estructuras de esporas sin germinar de manera

inmediata.

Asi mismo, es importante sefialar lo que se obtuvo en los dias 3y 7 con respecto al
tratamiento de E + 2dDNA debido a que se mantuvo el porcentaje de esporas de
aproximadamente un 85% en comparacion con los demas grupos que tuvieron un

aumento del tiempo 3 al 7 de aproximadamente un 5%.
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6.3 Determinacién del efecto de la aplicacion del eDNA de Fusarium spp. en
plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.) cultivadas en suelo
infestado con Fusarium spp.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se estableci6 un disefio en donde
pudiéramos observar el nivel de patogenicidad en plantulas de tomate (Solanum
licopersicum L.). En donde la cuantificacion de las esporas del hongo en la parte
basal del tallo se expresa en la Figura 16, observando que los grupos control
(CSHE, CHDNA) tenemos aproximadamente 1x102 UFC/g de tejido sin diferencias
significativas (Figura 16), cabe mencionar que los grupos en donde no se expuso a
la planta al patogeno ni al eDNA (CSHA y CHA) no obtuvimos crecimiento del hongo
en estos tejidos. Sin embargo, en el grupo control con planta herida en contacto con
las esporas (CHE) se observé un aumento estadisticamente significativo en la
cuenta viable (Figura 16). Ademas, cabe sefalar que en los tratamientos se obtuvo
una mayor cuenta viable en los tejidos, sobre todo en el tratamiento con planta
herida primero, luego inoculada con las esporas del hongo y 2 dias después se
aplico el eDNA (TE+2DNA) observando aproximadamente 104 UFC/g de tejido
(Figura 16). De esta manera, comparando los resultados del tratamiento TE+2DNA
con el control CHE, se puede mencionar que en el tratamiento las esporas al verse
amenazadas o en peligro cuando se inocul6 su propio eDNA comenzaron a infectar
de manera mas eficiente a los tejidos al encontrarse con un huésped (las plantulas
de jitomate), lo anterior confirma lo reportado por Ferrusquia-Jiménez 2020, en
donde menciona que la aplicacion del eDNA propio del patégeno en presencia de
un huésped puede ocurrir una aparente elicitacion del mismo volviéndolo mas
agresivo en menos tiempo. Cabe mencionar que las dosis aplicadas fueron las que
obtuvimos mejor respuesta (500 pug/ml), por lo que dicho fenébmeno de infeccion
observada por Ferrusquia-Jiménez 2020 con dosis mas bajas, ocurre de manera

similar en las dosis manejadas en este trabajo.
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Cuenta viable Fusarium spp. en tejido de plantula de tomate
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Figura 16.- Cuenta viable de Fusarium spp. en tejido de plantula de tomate (Solanum licopersicum
L.) expresadas en UFC/gramo de tejido, en donde; CSHE= grupo control planta sin herir y con
esporas del hongo, CHDNA= grupo control planta herida y con eDNA, CSHA= grupo control planta
sin herida y con agua destilada estéril, CHA= grupo control planta herida y con agua destilada
estéril, CHE= grupo control planta herida y con esporas del hongo, TDNA+E= tratamiento planta
herida inoculando primero el eDNA y una hora después las esporas del hongo y TE+2dDNA=
tratamiento planta herida inoculando primero las esporas y dos dias después el eDNA. Letras
diferentes en cada grupo indican diferencias significativas (ANOVA de una via y prueba de medias
de Tukey con 0=0.05).

Sin embargo, comparando la Figura 16 con la 17, en donde en esta Ultima se grafic
el nivel de severidad de acuerdo con Bosland y Lindsey (1991), observamos que el
tratamiento con la planta herida en contacto solo con las esporas del hongo (CHE)
fue la que presenté mayor severidad en comparacion con los demas grupos, debido
a gque en dicho grupo presentamos hasta el nivel 9 de severidad (planta muerta) de
hasta un 33% de nuestras plantas (Figuras 18 y 19), mientras que en los demas
grupos obtuvimos entre el nivel 0 y 1 (sin respuesta, vigorosa y con ligeros

oscurecimientos radiculares) (Figuras 20y 21).
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Figura 17.- Nivel de severidad de Fusarium spp. en plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.),
en donde; CSHE= grupo control planta sin herir y con esporas del hongo, CHDNA= grupo control
planta herida y con eDNA, CSHA= grupo control planta sin herida y con agua destilada estéril,
CHA= grupo control planta herida y con agua destilada estéril, CHE= grupo control planta herida 'y
con esporas del hongo, TDNA+E= tratamiento planta herida inoculando primero el eDNA y una
hora después las esporas del hongo y TE+2dDNA= tratamiento planta herida inoculando primero
las esporas y dos dias después el eDNA. Letras diferentes en cada grupo indican diferencias

significativas con prueba de H Kruskal Wallis y prueba de Dunn con P=0.05.

Figura 18.- Plantula con fenotipo tipico del grupo CHE (Control planta herida + esporas) en el dia 7
de observacion.

47



Figura 19.- Plantulas del grupo CHE (Control planta herida + esporas), en donde; A) es una planta
muerta observada en el dia 8 y B) es la primera planta que presenté marchites en este grupo

observada el dia 10.
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Figura 20.- Plantulas de tomate 3 semanas después de aplicar los tratamientos, en donde; a) se
refiere al grupo control de planta sin herida + agua destilada esteril, b) corresponde al grupo de las

plantas heridas + agua destilada esteril, y c) al grupo control de la planta herida + el eDNA.
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Figura 21.- Plantulas de tomate 3 semanas después de aplicar los tratamientos, en donde; a) se
refiere al tratamiento de plantas heridas aplicando primero el eDNA y una hora después las
esporas del hongo, y b) corresponde a las plantas heridas inoculando primero las esporas del

hongo y 2 dias después el eDNA.

Con estos resultados, podemos decir que de acuerdo con Quintana-Rodriguez et
al. (2018) en donde discute que el eDNA como DAMP puede ser utilizado como una
“vacuna”, es decir, como un compuesto utilizado para proteger contra enfermedades
a las plantas a través de la manipulacion de la respuesta inmune. En ese sentido,
el desarrollo de este trabajo fue utilizando el eDNA como PAMP (Patrones
moleculares asociados a patdégenos) en las plantas al tratarse de moléculas
organicas del patégeno, siendo de igual manera potenciales “vacunas de las
plantas” al activar naturalmente la inmunidad en etapas tempranas (Quintana-

Rodriguez et al., 2018; Serrano-jamaica et al., 2020).

6.4 Evaluacion delarespuestade las plantulas de tomate cultivadas en suelo
infestado con Fusairum spp. en cuanto a la produccion de metabolitos
secundarios (fenoles y flavonoides totales).

Uno de los mecanismos o procesos que las plantas han desarrollado para reforzar
su respuesta de defensa contra patdgenos y por lo tanto mejorar su supervivencia,
es la produccion de varios metabolitos secundarios (shitan, 2016; Alvarado et al.,
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2019). Dentro de estos compuestos, los fendlicos son cruciales para el crecimiento
y reproduccion de las plantas, asi como para la respuesta de defensa de las plantas
(Ghasemzadeh y Ghasemzadeh 2011). Siendo una de las determinaciones
importantes a desarrollar para evaluar la respuesta de las plantas ante algun tipo de
estrés, es por ello que se evalud la concentracion de fenoles totales de cada uno de
los tratamientos (Figura 22), en donde los resultados se expresan en g de acido
galico/mg de muestra seca, obteniendo diferencias significativas en la mayoria de
los grupos observando un aumento en la concentracién de fenoles totales que va
aproximadamente de un 20% comparando los grupos control (CHA con CSHA)
reflejando una mayor concentracion en el grupo donde la planta fue herida (CHA),
dicho aumento puede deberse al estrés que sufrié la planta al herir los tejidos de la
rizosfera. Ademas obtuvimos un aumento de casi el 40% en la concentracion de
fenoles totales en el grupo CHDNA (control con planta herida y eDNA) en
comparacion con el grupo control sin herir (CSHA), en donde podemos confirmar el
mismo fendmeno de estrés por la herida en la raiz y adjuntandole la posibilidad de
detectar el eDNA del patégeno, sin embargo, la concentracion obtenida en el grupo
del primer tratamiento (TDNA+E) en donde las plantas fueron heridas y se les aplicé
el eDNA y una hora después las esporas, en comparacion con el grupo control
CSHA observamos un ligero aumento de un 10% aunque estadisticamente no es
significativo, por lo que podemos decir que el estrés que la planta sufrié por la herida
fue practicamente el mismo que el control (hablando de los fenoles totales) y que
posiblemente el hongo al ser inoculado en la planta teniendo previamente el eDNA
del mismo, éste no pudo desarrollar por completo la infeccion en el huésped y lo
confirmamos si comparamos los resultados obtenidos en cuanto al crecimiento de
esporas en el tejido de la planta (Figura 16) asi como el nivel de severidad
observado en las mismas debido a que tampoco presentaron diferencias

estadisticas importantes en comparacion con los grupos control.

Finalmente, los grupos en donde obtuvimos un aumento de mas del 100% en
comparacion con el grupo CSHA fue el grupo en donde herimos a la planta y le
inoculamos Unicamente las esporas del hongo (CHE) y el tratamiento en donde

herimos a la planta, se le inocul6 las esporas del hongo y se dej6é pasar 48 horas
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hasta aplicarle el eDNA (TE+2dDNA), debido a que la planta ademas de sufrir la
herida de la raiz, tuvo una invasion de un patégeno en un tiempo tal que le permitio
lograr una infeccion mas fuerte en el caso del CHE, esto lo confirmamos con el nivel
de severidad observado (Figura 17) asi como un mayor nimero de colonias

desarrolladas dentro del tejido en ambos grupos (Figura 16).

Fenoles totales en plantula de tomate
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Figura 22.- Contenido de fenoles totales en plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.)
reportado en pg acido galico/mg muestra seca, en donde; CSHE= grupo control planta sin herir y
con esporas del hongo, CHDNA= grupo control planta herida y con eDNA, CSHA= grupo control

planta sin herida y con agua destilada esteril, CHA= grupo control planta herida y con agua

destilada esteril, CHE= grupo control planta herida y con esporas del hongo, TDNA+E= tratamiento
planta herida inoculando primero el eDNA y una hora después las esporas del hongo y
TE+2dDNA= tratamiento planta herida inoculando primero las esporas y dos dias después el
eDNA. Letras diferentes en cada grupo indican diferencias significativas (ANOVA de una via 'y

prueba de medias de Tukey con a=0.05).

En el caso de la concentracion de flavonoides totales (Figura 23) reportados como

pg de rutina/mg de muestra seca obtuvimos un comportamiento muy parecido en
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todos los grupos sin obtener diferencias significativas importantes, el Unico grupo
gue resalta un poco tuvo un aumento de un 15% en la concentracion de fenoles fue
en donde la planta estuvo heriday le aplicamos primero el eDNA y una hora después
las esporas del hongo (TDNA+E) en comparacion con el grupo control CSHA, sin
embargo, estadisticamente dicho aumento no representa un incremento importante.
En este sentido, estos resultados obtenidos estan sujetos a determinar en un dado
caso que tipo de flavonoides esta interviniendo de mayor importancia en la
concentracion total de éstos, es decir, realizar una evaluacion especifica en cuanto
a que flavonoide se ve afectada su concentracion en la planta por el estrés al que
fueron sometidas, esto debido a que de acuerdo con Agati et al. (2012) estos
metabolitos secundarios se han visto mayormente relacionados con estrés

ambiental, afectando asi su biosintesis.

Flavonoides totales en plantulas de tomate
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Figura 23.- Contenido de flavonoides totales en plantulas de tomate (Solanum licopersicum L.)
reportado en pg rutina/mg muestra seca, en donde; CSHE= grupo control planta sin herir y con
esporas del hongo, CHDNA= grupo control planta herida y con eDNA, CSHA= grupo control planta

sin herida y con agua destilada esteril, CHA= grupo control planta herida y con agua destilada
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esteril, CHE= grupo control planta herida y con esporas del hongo, TDNA+E= tratamiento planta
herida inoculando primero el eDNA y una hora después las esporas del hongo y TE+2dDNA=
tratamiento planta herida inoculando primero las esporas y dos dias después el eDNA. Letras
diferentes en cada grupo indican diferencias significativas (ANOVA de una via y prueba de medias
de Tukey con a=0.05).

7 CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que el eDNA propio fragmentado de Fusairum spp.
disminuy6 de manera significativa los niveles del patégeno en suelo a
concentraciones de 500 ppm, siendo mas efectiva la aplicacion del eDNA 2 dias
después de haber inoculado el hongo en el suelo reduciendo los niveles hasta 2
unidades logaritmicas, favoreciendo asi la esporulacion en comparacion con los

demas tratamientos.

De la misma manera, parece que se logré disminuir el nivel de severidad de la
infeccion del patégeno en las plantulas de tomate que fueron tratadas con el eDNA
del hongo, a pesar de obtener mayores niveles de desarrollo del patégeno en los
tejidos de las mismas, sobre todo en aquellas que se dejaron en contacto con el
patégeno por 2 dias y se aplico después el eDNA, por lo que estos resultados
sugieren una posible elicitacion del patdgeno al detectar su propio DNA en el medio
extracelular y al encontrarse con un huésped, éste lo coloniza aun mas con la
finalidad de desarrollarse en estos tejidos. Cabe mencionar que la respuesta de las
plantulas de tomate evaluando la generacion de los metabolitos secundarios,
podemos decir que obtuvimos un aumento de biosintesis de fenoles totales en los
grupos donde la planta herida estuvo en contacto con las esporas del patégeno, en
comparacion con los tratamientos, sin embargo, dicho aumento no se observo en

los flavonoides totales.

Por lo anterior, podemos decir que la hipétesis planteada fue cierta debido a los
resultados obtenidos en cuanto a la disminucion del desarrollo de Fusarium spp. en

suelo con presencia de su propio DNA fragmentado en el medio extracelular, asi
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como reducir la patogenicidad de dicho hongo en plantulas de tomate al observar
una disminucion importante en el nivel de severidad del dafio ocasionado por el
patdgeno, tras la manipulacion de la respuesta inmune propia de la planta al
detectar dichas moléculas como PAMP (Patrones moleculares asociados a
patégenos) y, por lo tanto, activar naturalmente la inmunidad de las plantulas.
Siendo una posible alternativa complementaria sostenible para el manejo de este

patdgeno en los sistemas de produccion agricolas.
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ANEXOS

1.- Resultados del analisis del suelo modelo de estudio realizado en el inifap.

i n ifa Laboratorio Nacional de Fertilidad de Suelos
ittt acona . eatpaconas Y Nutricién Vegetal

Fofestaes, AGiicolas ¥ Feciarias

{Campo Experimental Bajio)

MO. DE REGISTRO FROPIETARIO ARENA ARCILLA LMO TIPO DE SUELD  TIPO DE TEXTURA MATERIS

ORGANICS (%)

SU-19675 Umiwersidad sutdnoma de Querataro 44 TE 23.24 37 FRA&RCD FAEDUC) 1.54

bim, .3 Carr. Celoya, San Miguel de Allende, Celaya, Gio CIP. 3810 Tel: 04 (33) 357167 00 who 01 3000582222 Ext. 85262 wh 83223 fertilob®irifop.gobime
FOR-FE-02, Ravislon 3

66



2.- Curvas de calibraciéon de las determinaciones de fenoles y flavonoides.
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